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A mon directeur de thèse, 
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laissé des libertés d’initiative tout au long de ces quatre années de travail en commun. Vous 
m’avez toujours assuré la possibilité de travailler dans les meilleures conditions et, comme 
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évolué au cours de mon doctorat et je peux dire aujourd’hui que j’ai eu beaucoup de chance 
de vous avoir comme directeur de thèse. Au cours de ces dernières années, vous vous êtes 
impliqué dans l’orientation de mes travaux et vous vous êtes également investi dans celle de 
mon avenir. Vous n’y étiez pas obligé mais je vous en suis infiniment reconnaissant. Vous 
avez eu un réel impact positif sur mon parcours professionnel et personnel. Je suis heureux 
que vous fassiez ainsi partie aujourd’hui des personnes qui ont marqué ma vie.  
 
 
Aux membres du jury,  
 
Je tiens à vous remercier chaleureusement d’avoir accepté de juger mes travaux et 
d’avoir dégagé du temps pour vous y consacrer. J’ai été touché que vous ayez répondu si 
rapidement, et avec enthousiasme, à ma demande.  
 
Merci au Professeur Christian Récher d’avoir accepté de présider mon jury de thèse. 
Je vous ai contacté bien tard et je vous suis gré d’avoir accueilli ma demande avec 
bienveillance. Bien que vous baigniez d’habitude dans l’univers des leucémies aiguës 
myéloblastiques, j’espère que vous avez trouvé de l’intérêt à cette incursion dans le monde 
des leucémies lymphoblastiques.  
 
Je remercie également le Professeur Florence Nguyen-Khac d’avoir bien voulu être 
rapporteur de mes travaux. Je vous suis reconnaissant d’avoir porté votre regard d’experte sur 
mon manuscrit et de vos remarques on ne peut plus pertinentes pour l’améliorer. Votre 
contribution est pour moi essentielle dans la mesure où la cytogénétique a été ma plus fidèle 
alliée dans la conception de mon projet et dans l’orientation de mes travaux.  
 
 Docteur Laurent Delpy, vous avez vous aussi immédiatement accepté d’être 
rapporteur dans mon jury. Je vous suis vraiment gré pour votre investissement dans 
l’évaluation de mon travail et pour votre implication très positive. Au cours de la période 
assez anxiogène de préparation de cet examen, le rapport sur mon manuscrit que vous avez 
transmis à l’école doctorale m’a fait beaucoup de bien. Dans la mesure où c’est la première 
thèse dont vous êtes rapporteur, vous risquez de vous en souvenir longtemps. J’espère donc 
que vous en garderez un agréable souvenir. 
 
 Merci beaucoup au Docteur Nicole Dastugue d’avoir accepté de participer à mon jury. 
Vous êtes à l’origine de nombreux travaux de recherche de notre équipe et votre implication à 
mes côtés a toujours été sans faille. J’ai eu la chance de vous côtoyer au cours de mon master, 
puis de ma thèse, et vous m’avez toujours reçu avec patience et gentillesse. Ça a été pour moi 




 Je tiens à remercier le Professeur Michel Cogné d’avoir accepté de venir assister à la 
présentation de mes travaux. Nous nous sommes croisés au congrès du CHO en septembre 
dernier et j’en garde un très bon souvenir. Je souhaitais vivement que vous veniez et je suis 





A mes collègues, 
 
Cathy (Kattel de Francis) : C’est vachement dur d’écrire sur toi parce que j’ai l’impression 
que quoi que je mette, je serais en deçà de la vérité. Je devrais écrire un bouquin pour te 
remercier, quelques lignes ne suffiront certainement pas à te donner toute la mesure de ma 
gratitude. Je ne m’étendrais pas sur la fois où tu as essayé de me tuer à coups de tiroir… (Cela 
dit le choix de l’arme n’était pas des plus judicieux). Tu es vraiment une nana adorable et tu 
as toute mon amitié. Tu as été à mon écoute dans mes périodes de doute et tu m’as toujours 
soutenu dans les moments les plus difficiles. Je pense que tu ne conçois pas à quel point il a 
été précieux pour moi de te voir ces dernières années. J’ai appris et je me suis construit à tes 
côtés. Toute ta générosité et ton attitude positive dans l’équipe sont des choses difficiles à 
mesurer mais absolument essentielles. Je suis heureux que tu fasses toi aussi une thèse car 
c’est non seulement la récompense de tes réelles compétences scientifiques, mais aussi le 
juste retour de toute ta contribution immatérielle au bien-être de chacun. Ma thèse t’appartient 
aussi car si j’en suis là aujourd’hui, c’est qu’à travers toi j’ai retrouvé à chaque fois du sens à 
mon investissement. Tu as été mon point de repère durant plus de quatre ans et tu ne m’as 
jamais déçu. Je ne suis pas sûr que je recroiserais des gens de ta qualité humaine dans mon 
avenir professionnel, et quand bien même ça arriverait, tu resteras unique pour moi car tu as 
été là pendant une période où j’avais plus que jamais besoin de toi. J’ai aimé passer du temps 
avec toi et tu vas me manquer.  
 
Cécile : Ma plus ancienne colloc de bureau ! Quand tu es arrivée, je me souviens que tu 
m’avais aidé avec bienveillance à me dépatouiller de mes soucis techniques. Ça m’avait 
touché et je ne l’oublierai pas. J’ai beaucoup apprécié ta compagnie, je te souhaite de faire un 
beau bébé et que ton avenir professionnel s’éclaircisse.  
 
Céline (et pas Christine !) : Ma deuxième plus ancienne colloc de bureau ! Même si tu parles 
trop fort au téléphone, ça a été un plaisir de te côtoyer. Merci pour ta compagnie, ta 
spontanéité et ta bonne humeur.  
 
Charlotte (Painchette) : La relayeuse du flambeau PAX5. Tu m’as beaucoup fait rire avec tes 
expressions venues d’une autre planète ! Je te souhaite du courage pour les années de thèse 
qu’il te reste. Tu passeras probablement par les divers sentiments et périodes plus ou moins 
agréables, mais garde le cap, tu travailles assez pour être certaine que ça paiera bientôt. Tu 
auras aussi besoin d’une part de chance, alors je t’en souhaite plein pour que tu cartonnes !   
 
Cyril : On n’a pas eu des rapports toujours simples et on a des points de vue parfois 
divergents sur la façon de mener des recherches. En dépit de ça, tu t’es investi dans mes 
projets et a remplis ton rôle. J’ai apprécié ta compagnie et ton sens de l’humour très 
développé (tu as un répertoire de blagues assez impressionnant !). En outre, les quelques 
occasions que l’on a eu de trinquer ensemble après le labo ont toujours été de très agréables 
moments pour moi. Je te remercie de ton investissement dans ma thèse, et en particulier dans 
tes corrections et ton écoute dans la préparation de mes divers rapports ou oraux. J’ai écouté 
et tenu compte de tes remarques pertinentes à chaque fois. Bon courage pour ta carrière !  
 
 
David : Tu m’as ouvert les yeux sur différentes façons de percevoir les choses quand je 
manquais de discernement. Je te remercie pour tout ce que tu m’as apporté. Ça serait trop long 
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de faire la liste alors je me contente des grands axes. Merci pour l’esprit scientifique que tu as 
tenté de me transmettre. Merci aussi pour ton amitié et pour tous les bons moments que l’on a 
partagé ensemble. Ça m’a fait énormément de bien que tu sois là et, un peu à l’image de 
Cathy, tu as été un soutien majeur au cours de mon doctorat. J’ai aimé ton honnêteté, ta 
compétence et tes talents artistiques. J’ai aussi apprécié ta générosité, ton humour et ta culture. 
Je suis très admiratif de tout ce que tu fais et du cœur que tu mets dans tes passions, ton travail 
en faisant partie. J’espère que ton avenir te réserve de très belles surprises et je suis fier de te 
compter aujourd’hui parmi mes amis. Tu es vraiment quelqu’un d’admirable. Merci encore 
mille fois.  
 
Eric : Je regrette que l’on n’ait pas eu l’occasion de plus travailler directement ensemble. J’ai 
toujours été impressionné par votre connaissance encyclopédique des hémopathies. Vos 
conseils, tant sur le plan méthodologique que technique, ont toujours été pour moi très 
précieux. Merci du temps que vous avez consacré à mes travaux. 
 
Emilie Dejean : Ta compagnie m’a été très agréable. J’ai apprécié ta spontanéité et ton 
intelligence dans la perception des gens et des projets. Tu es plus qu’une collègue pour moi et 
je te remercie de ton soutien au cours de ma thèse. J’ai quelques impérissables souvenirs en ta 
compagnie et je souhaite vraiment que l’on reste en contact dans l’avenir. Bonne chance pour 
ta fin de thèse, tu vas vraiment assurer j’en suis certain !  
 
Estelle : Merci pour ta gentillesse et ton soutien technique qui m’a été indispensable à mon 
arrivée au laboratoire. Quand j’ai vu que tu jouais du violon à la soirée de l’IFR (en 2007 je 
crois), je me suis dit qu’une musicienne ne pouvait être que sensible et ouverte d’esprit. Les 
conversations que l’on a eues par la suite n’ont jamais trahi ces a priori positifs. Je ne sais pas 
comment tu fais pour être aussi active et bosser autant entre le labo, la fac et tes bambins, 
mais vraiment chapeau ! Ne te départi jamais de ton sourire, c’est ta marque de fabrique et ça 
te va très bien ! Merci encore d’avoir été là pendant ma thèse.  
 
Fabienne : J’ai appris à te connaître au fil de mes années dans le laboratoire. J’ai apprécié ton 
franc parlé et ton attitude positive. Merci pour le repas de labo que tu as organisé, c’était une 
très bonne idée, un très bon moment et c’est ces choses là qui apportent de la cohésion dans 
une équipe. Merci d’avoir ce souci du bien-être collectif. Je te souhaite tout ce qui peut arriver 
de meilleur pour les années qui viennent.  
 
Janine : Vous avez été au cœur de la logistique de ma thèse. Vous avez géré tout ce que je 
vous ai demandé à merveille, et c’est donc aussi grâce à vous que j’ai pu mener mes travaux à 
bien. Votre bonne humeur rejaillie sur l’équipe et ça a été un vrai plaisir de travailler à vos 
côtés. 
 
Julie : On a traversé l’un et l’autre des moments compliqués en master. C’était super de 
t’avoir dans la même équipe. Merci pour tes « tictictic », « tactactac » et autres, sur fond de 
fringues colorées, qui ont rythmé mes années de doctorat. Merci aussi pour les soirées que tu 
as organisées chez toi. Ça m’a aidé de t’avoir dans les parages. Tu es une fille joyeuse et 
marrante, tes futurs collègues auront de la chance de t’avoir dans leur équipe. Je te souhaite 
une bonne fin de thèse, beaucoup de bonheur, et puis on se reverra surement à Montréal ou 
Toronto dans pas si longtemps. En attendant, force et honneur !  
 
Julien (Painch) : Faites entrer l’artiste ! Merci pour tes extraordinaires performances a capela 
et sans aucun trucage, tes références culturelles de haute volée (notamment Gérard Saint-
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Brice), et tes éclats de rire. Tu es la seule personne que je connaisse qui est capable de citer 
autant de références de la Tour Montparnasse Infernale. Merci aussi pour les spectacles que 
l’on est allé voir ensemble, c’était de très bons moments. J’ai pris plaisir à travailler avec toi 
et on a franchement à la fois avancé scientifiquement et bien rigolé ensemble. La partie du 
projet où l’on a manipé côte à côte a été la plus intéressante pour moi. Je ne te souhaite que 
des très belles choses pour l’avenir ! 
 
Laurence : J’ai toujours eu beaucoup de plaisir à te voir. Merci pour la sympathie que tu m’as 
témoigné, ta douceur de caractère, et ta capacité à transmettre tes visions positives des choses. 
Ça a été à chaque fois un plaisir pour moi de discuter avec toi. 
 
Marie-Pierre : Quel plaisir de t’avoir dans le bureau ! J’ai été vraiment content de te 
connaître et de travailler avec toi. J’espère que tu sauras profiter de mon ancien fauteuil et de 
l’assise confortable que j’ai façonnée avec amour pendant de longues années (en prévision de 
ce legs bien entendu). Je te remercie de tout le soutien que tu m’as apporté, de ton amitié et de 
tes sourires (et aussi de ton humour car t’es vraiment drôle). Tu as illuminé (au moins !) ma 
deuxième partie de thèse et je ne t’oublierai pas.  
 
Michèle : Merci pour les conversations scientifiques intéressantes que l’on a eu tout au long 
de ces années. J’ai beaucoup apprécié votre sens de l’humour. 
 
Naïs : Merci pour ta contribution à mon travail et pour ton attitude posée et positive. Je te 
souhaite un avenir radieux. 
 
Sophie : Tu es arrivée récemment et nous avons très peu eu l’occasion de travailler ensemble. 
Cela dit j’ai passé d’agréables moments à interagir avec toi. Je te remercie de ton calme, de 
tes sourires et de ta confiance.  
 
Stéphanie : Tu ne peux pas savoir combien j’ai appris à tes côtés. Tu as été pour moi une 
lumière cytogénétique et une précieuse conseillère dans mes travaux. Nous nous sommes 
toujours bien entendus et je garderai un impérissable souvenir de notre collaboration. Merci 
de tout le temps que tu as consacré à essayer de combler le puits sans fond de mon ignorance. 
Merci de ta gentillesse, de ta franchise et de ton intelligence.  
 
Sylvie : On a eu quelques longues conversations en salle de culture qui m’ont permis, en fin 
de compte que récemment, de te connaître un peu mieux. J’ai apprécié ta compagnie et ces 
dialogues. Je te souhaite à toi aussi beaucoup de réussites dans ta vie personnelle et 
professionnelle.  
 
Wilfried : Tu m’as appris de nouveaux mots. Tu m’as aussi appris ce qui se passait à Tours et, 
bien qu’y ayant vécu pendant 14 ans, je n’avais pas dans le souvenir que les soirées étudiantes 
y étaient si « festives » (cela dit je ne me souviens peut être pas de toutes mes soirées…) ! Tu 
m’as aussi beaucoup fait rire ! Pour tout ça, je te remercie vraiment. J’en profite aussi pour te 
dire que je suis impressionné par ton parcours. Je te souhaite d’avoir de la chance dans la suite 
de ta thèse, conjuguée à ton sens critique et à la quantité de travail que tu fournis, ça devrait 
faire des étincelles. J’ai failli oublier mais tu n’y couperas pas, je te souhaite de trouver 
chaussure à ton pied (et quand ça arrivera, tâche de trouver le même modèle pour l’autre pied). 
En tous cas je trouve vraiment que tu es quelqu’un d’intéressant et je suis bien content d’avoir 





A mes anciens collègues, 
 
Alan Benard : Presqu’homonyme et presque le même physique qu’Alain Bernard, je te 
remercie pour les bons moments que j’ai passé en ta compagnie. 
 
Georges Delsol : Merci pour votre participation à mes travaux de thèse. Ça a été un honneur 
pour moi d’appartenir à votre équipe de recherche. 
 
Florence : On a peu travaillé ensemble mais je garde un super souvenir de toi. Merci pour ton 
attitude décontractée et les conversations passionnantes que l’on a eues.  
 
Gilles : J’ai énormément apprécié votre sens de l’humour et votre attitude avec moi. J’ai 
toujours admiré votre insatiable appétit (scientifique bien entendu). Je vous souhaite de belles 
aventures humaines et scientifiques dans votre nouvelle équipe. 
 
Jean-François : Tu as été vraiment super avec moi au cours de mon master et j’ai à chaque 
fois trouvé du réconfort à parler avec toi. Merci pour tout ce que tu m’as apporté, je ne 
t’oublierai pas.  
 
Jérôme : Mon maitre irradiateur vénéré. Merci pour tous les petits coups de mains que tu 
m’as donné, toujours avec enthousiasme. Merci aussi pour tes excellentes crêpes ! Je te 
souhaite à toi aussi une bonne fin de thèse et je te félicite pour la qualité de ton travail.  
 
Marina : Merci beaucoup pour tes qualités humaines et la bonne humeur qui émane de toi. Tu 
sais toi aussi être très drôle et ça m’a fait plaisir de travailler à tes côtés. Je te souhaite une 
bonne fin de post-doc et de réussir lors de ton retour. Ça va te faire du bien de revenir. 
 
Ruth : Je garde un excellent souvenir de toi et j’espère que l’on aura l’occasion de travailler 
ensemble un jour ou l’autre. Merci pour ton amitié et bravo pour tes compétences 
scientifiques, tu m’as toujours impressionné.  
 
Merci également à tous les étudiants qui ne sont resté que quelques mois au laboratoire. 
Vous m’avez tous apporté quelque chose et votre sang neuf m’a à chaque fois poussé à revoir 




Aux collègues des autres équipes, 
 
Equipe de Jean-Jacques Fournié / Guy Laurent : Merci beaucoup de m’avoir accompagné 
ces quatre années et demi. En particulier, merci à Emilie-Fleur pour sa douceur de caractère, 
son amitié et son soutien sans faille. Merci aussi à Emilie Laprevotte pour son amitié et de 
m’avoir également toujours soutenu. Merci encore à Emilie Gross et Samar pour avoir été 
d’excellente compagnie, toujours sympathiques et souriantes ; à Anne pour les échanges très 
sympathiques et enrichissants que l’on a eu ; aux Christines pour les bonnes rigolades et nos 
discussions intéressantes. Merci enfin à Jean-Jacques pour son écoute, sa gentillesse, et pour 
m’avoir soutenu dans mon projet post-doctoral. 
 
 
Equipe de Bernard Payrastre : Un grand merci à vous tous, et plus particulièrement à 
Frédéric qui a été pour moi un fidèle compagnon de thèse. Merci pour tes imitations géniales, 
ton amitié, et bravo pour tes travaux ! Merci aussi à Gaëtan qui a toujours été parmi les 
premiers à répondre présent et avec beaucoup de gentillesse quand j’avais des questions 
techniques. Merci aussi à Frédérique pour ses phrases venues d’ailleurs, son soutien et ses 





A mes amis,  
 
 Merci à Laurent, Antoine, Benoit, Sarah, Miguel, Julien, Lisa, Marion, Joffrey (et 
à leurs moitiés respectives) pour leur amitié sans faille depuis plus de quinze ans. Je n’ai pas 
pu vous voir assez pendant ma thèse et vous m’avez manqué. Je vous aime de tout cœur. 
Merci aussi à Christine, Ludovic, Mathieu, Céline, Julien et Florence pour avoir été un 
vrai soutien moral à mes cotés à Toulouse. 
 
A la famille d’Estelle, 
 
 Vous m’avez toujours traité comme un des vôtres. Elisabeth, Jean-Louis, Emilie, 
Etienne (…et Raphaël), j’ai été très sensible à votre générosité, à votre souci de mon bien-
être et à votre soutien sans faille au cours de cette thèse. Votre présence a été chaleureuse, 
rassurante et bienveillante. Vous avez été vraiment adorables avec moi. Merci de la confiance 
que vous m’avez témoigné et de tout ce que vous avez fait pour moi durant toutes ces années.  
 
A ma famille,  
 
 Merci beaucoup pour votre amour et de votre soutien au cours de ces dernières années 
où j’ai été loin de vous. Des plus jeunes aux moins jeunes : Pierre-Marie & Mélanie (…et 
Valentine), votre installation dans la région m’a fait moralement beaucoup de bien. Martin & 
Estelle (…et Tiphaine), merci pour tous les conseils bienveillants que vous m’avez donnés. 
Anne-Sabine et Emmanuel (…et Marie, Madeleine, Claire, Louise), je vous remercie de 
l’attention que vous avez porté à mon bien être. Merci également à toi Maman pour te soucier 
de mon bonheur. Tonton, merci pour ta générosité et ton écoute durant ces années. Merci 
enfin à toi Papa, je n’aurais probablement pas fait cette thèse sans le goût que tu nous as 




 Cette thèse t’est dédiée. Merci pour ton amour, ta patience et tes encouragements sans 
faille durant ces quatre années. Je ne vois pas comment j’y serais parvenu sans toi. Je suis fier 
de toi, de nos projets, et de partir avec toi au Canada.  
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I. Principes généraux de l’hématopoïèse 
 Le système hématopoïétique représente un modèle de choix pour étudier les éléments 
de régulation qui permettent à une cellule souche de générer des cellules immunitaires et 
sanguines, de morphologies et de fonctions très différentes. Une même cellule souche 
hématopoïétique (CSH) est en effet capable de produire des érythrocytes, des plaquettes, des 
mastocytes, des granulocytes, des basophiles, des éosinophiles, des macrophages, des cellules 
dendritiques, ainsi que des lymphocytes B, T et Natural Killer (NK) (figure 1). 
L’hématopoïèse regroupe l’ensemble des mécanismes permettant à une CSH de générer la 
totalité des lignées cellulaires impliquées dans l’hémostase, le transport de gaz, l’immunité 
innée et l’immunité adaptative. L’auto-renouvellement des CSH permet la production de 
l’ensemble de ces cellules tout au long de la vie. La CSH, relativement quiescente, génère une 
série de progéniteurs, hiérarchiquement organisés, qui entrent en prolifération et, dans le 
même temps, restreignent progressivement leur capacité à se différencier en divers types 
cellulaires. Ces phénomènes sont corrélés à l’expression de gènes spécifiques des lignées qui 
destinent les cellules vers l’acquisition d’un phénotype mature, c'est-à-dire fonctionnel.  
 
Figure 1 : Principe général de l’hématopoïèse et grandes fonctions des cellules du tissu sanguin (pictographie 
des cellules : Wikimedia Commons, Andre). En bas sont représentées les cellules fonctionnelles de chacune des 
lignées regroupées dans les grandes fonctions auxquelles elles participent.  
1. Modèle classique de l’hématopoïèse 
 L’hématopoïèse est un processus hiérarchisé. Ce modèle a été renforcé par l’isolement 
de différents progéniteurs, cellules de stades intermédiaires entre CSH et cellules matures, sur 
la base de phénotypes membranaires analysés en cytométrie de flux. Des expériences de 
A. Modèles de développement du tissu hématopoïétique
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développement in vitro et in vivo de ces cellules ont permis de définir une architecture de 
l’hématopoïèse. Durant les 15 dernières années, les chercheurs ont exploré ces pistes et ont 
ainsi décrit différents stades cellulaires comme les CSH de long terme (CSH-LT), les CSH de 
court terme (CSH-CT), les progéniteurs multipotents (PMP). Ces expériences se sont 
notamment basées sur la capacité de ces cellules intermédiaires à reconstituer un plus ou 
moins large spectre d’espèces cellulaires différenciées. Ils ont ainsi décrit une série de 
progéniteurs ayant perdu un certain potentiel de différentiation : les progéniteurs myéloïde 
communs (PMC), les progéniteurs lymphoïdes communs (PLC) (Kondo et al., 1997), les 
progéniteurs granulo-monocytaires (PGM) et les progéniteurs érythro-mégakaryocytaires 
(PEM) (Akashi et al., 2000) (figure 2). 
 
Figure 2 : Modèle classique de l’hématopoïèse. CSH-LT : Cellules Souches Hématopoïétiques de Long Terme ; 
CSH-CT : CSH de Court Terme ; PMP : Progéniteur Multi-Potent ; PMC : Progéniteur Myéloïde Commun ; 
PLC : Progéniteur Lymphoïde Commun ; PEM : Progéniteurs Erythro-Mégacaryocytaires ; PGM : Progéniteurs 
Granulo-Monocytaires. Les potentiels de différenciation des PEM, PGM et PLC sont représentés par les cellules 
attenantes aux aires rouges. Ces aires rouges incluent des stades de différenciation vers les cellules matures 
représentées en bas. 
 L’analyse des potentiels de différentiation de ces cellules intermédiaires isolées a 
permis de consolider le modèle classique de l’hématopoïèse. Il présente les PMP comme les 
dernières cellules capables de produire tous les types cellulaires matures. Ces PMP vont en 
effet être capables de reconstituer l’ensemble des lignées quand ils sont greffés chez la souris 
mais seront cependant incapables de soutenir la reconstitution du tissu hématopoïétique à long 
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terme, du fait de leur incapacité à s’auto-renouveler. Ce modèle classique présente également 
une dichotomie entre les lignées myéloïde et lymphoïde. L’hypothèse de cette ségrégation 
myéloïde versus lymphoïde est intuitive car il existe des différences fondamentales de 
développement entre ces deux lignées. Les cellules B et T se différencient en assurant 
l’assemblage de leurs récepteurs antigéniques, mécanisme associé au remaniement de leur 
ADN. Ce mécanisme permet aux cellules de l’immunité adaptative d’acquérir un potentiel de 
réponses spécifiques à un large panel d’antigènes. Ce modèle classique est également étayé 
par l’analyse des profils d’expression génique des différents progéniteurs. Les CSH et les 
PMP expriment l’ensemble des gènes nécessaires à l’engagement dans chacune des lignées 
(Hu et al., 1997). La génération suivante exprime un profil de gènes plus restreint, corrélé à 
une diminution de leur potentiel de différentiation en plusieurs lignées. A titre d’exemple, les 
CSH, PMP et PMC co-expriment des gènes granulo-monocytaires et érythro-
mégacaryocytaires, ce qui n’est pas le cas des progéniteurs en aval (PGM et PEM) qui 
expriment l’un ou l’autre des profils (Miyamoto et al., 2002). La co-expression de gènes 
spécifiques de lignées différentes dans les progéniteurs très précoces de l’hématopoïèse peut 
refléter leur multi-potentiel de différenciation, qui sera par la suite restreint vers telle ou telle 
lignée en fonction de stimulations extrinsèques et de remaniements de la chromatine.  
 Bien que ce modèle classique ait prouvé son bien-fondé en permettant la découverte 
des gènes régulant l’hématopoïèse, il est difficilement conciliable avec certaines données 
expérimentales (Singh, 1996). Par exemple, l’analyse de l’hématopoïèse fœtale dans des 
souris PU.1-/-, facteur de transcription majeur de l’hématopoïèse, a révélé un défaut de 
formation des lymphocytes B et T, des monocytes et des progéniteurs granulocytaires. Dans 
ce modèle, la formation de mégacaryocytes et d’érythrocytes n’était pas affectée (Scott et al., 
1994). Ce résultat a depuis été confirmé dans l’hématopoïèse adulte (Iwasaki et al., 2005) et 
prouve l’existence d’un progéniteur commun, au carrefour de la formation des cellules de 
l’immunité innée et de l’immunité adaptative. En cohérence avec cette observation, des 
travaux ont permis d’isoler des cellules progénitrices aux potentiels à la fois B et 
macrophages (Montecino-Rodriguez and Dorshkind, 2002). D’autre part, la caractérisation de 
l’origine des lymphocytes T a aussi remis en question la pertinence du modèle classique de 
l’hématopoïèse. Des études ont démontré que les précurseurs des cellules T peuvent se former 
indépendamment des PLC (Allman et al., 2003) et que les précurseurs thymiques des cellules 
T conservent un potentiel de différenciation en granulocytes et en macrophages (Bell and 
Bhandoola, 2008; Wada et al., 2008). L’ensemble de ces résultats remet sérieusement en 
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question la position centrale des PLC dans le développement des lymphocytes et plaide en 
faveur de l’existence d’un progéniteur commun de l’ensemble des lignées de l’immunité, 
innée ou adaptative.  
2. Modèle révisé de l’hématopoïèse 
 Des expériences particulièrement probantes ont permit de construire une architecture 
plus cohérente de l’hématopoïèse. A l’aide de souris transgéniques, porteuses de la gfp sur un 
locus Rag1 (recombinase dont l’expression est restreinte aux cellules lymphoïdes B et T), le 
groupe de Paul Kincade a démontré que l’orientation vers les lignées lymphoïdes advient plus 
précocement que ce qui est décrit dans le modèle classique de l’hématopoïèse (Igarashi et al., 
2002). Les cellules RAG1/GFP+ isolées dans le compartiment Lin-/Scahi/c-Kithi (LSK) 
montrent une capacité bien plus forte à se différencier en lymphocytes et un potentiel faible de 
différentiation en granulocytes ou en macrophages. En se basant sur l’expression du récepteur 
Flt3, l’équipe de Sten Jacobsen a montré que le compartiment des PMP peut être divisé en une 
sous-population de progéniteurs érythro-mégacaryocytaires (PEM, Flt3-) et une sous-
population de progéniteurs multipotents amorcés vers la différenciation lymphoïde (Flt3+, 
PMAL) (Adolfsson et al., 2005). La caractérisation fonctionnelle de la population PMAL a 
été entreprise (Forsberg et al., 2006) et d’autres travaux ont confirmé l’existence de ce stade 
de différenciation en identifiant cette population au sein des progéniteurs hématopoïétiques 
sur le critère d’expression de VCAM (Lai and Kondo, 2006). Ces travaux ont mené à la 
proposition d’un modèle revu de l’hématopoïèse (figure 3).  
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Figure 3 : Modèle révisé de l’hématopoïèse. Schéma reprenant les populations représentées dans la figure 2. 
Représentation de la population PMAL. La plasticité de différenciation est symbolisée par les flèches rouges. 
 Au lieu d’une dichotomie entre les lignées myéloïde et lymphoïde dès les premiers 
stades du développement hématopoïétique, ce modèle révisé avance la notion d’une 
ségrégation précoce de l’option de différenciation des PMP vers la lignée érythro-
mégacaryocytaire et les autres lignées. Les facteurs de transcription PU.1 et GATA1 semblent 
jouer un rôle fondamental dans cette propriété. Il a été démontré que ces deux facteurs ont des 
rôles antagonistes dans la régulation des gènes de l’érythropoïèse et de la myélopoïèse 
(Nerlov et al., 2000; Zhang et al., 1999). Divers travaux soutiennent l’hypothèse d’un rôle de 
la balance d’activité de ces deux facteurs de transcription dans les choix de différenciation des 
PMP. Ainsi, l’analyse de souris Mi-2β-/-,  facteur de remodelage de la chromatine, suggère que 
des régulations épigénétiques influencent l’orientation des PMP vers l’une ou l’autre des 
lignées (Yoshida et al., 2008). En effet, l’absence de Mi-2β perturbe le compartiment des CSH 
et provoque un accroissement de la production d’érythrocytes, au dépend des cellules des 
autres lignées. La possibilité d’une interaction physique entre GATA1 et Mi-2β pourrait 
expliquer ce phénotype (Rodriguez et al., 2005). En outre, Mi-2β peut interagir avec Ikaros 
pour réprimer le potentiel érythroïde et promouvoir le développement du compartiment 
PMAL (O'Neill et al., 2000; Yoshida et al., 2006). Enfin, le facteur de transcription à hélice-
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boucle-hélice E2A participe également à la détermination du développement des CSH en les 
orientant vers le compartiment PMAL (Dias et al., 2008). PU.1, GATA1, Mi-2β, Ikaros et 
E2A apparaissent donc impliqués dans la détermination des voies de différenciation des CSH 
et des PMP. Le modèle révisé de l’hématopoïèse propose l’existence d’un progéniteur 
commun aux lignées de l’immunité innée et adaptative. Un diagramme radial décrit bien ce 
principe révisé de l’hématopoïèse en soulignant la restriction de potentiel de différenciation 
avec l’avancée en différenciation (figure 4 (A)). 
 Les profils d’expression des facteurs de transcription majeurs de l’hématopoïèse 
conditionnent l’articulation des mécanismes de maturation des différentes lignées. D’un point 
de vue moléculaire, la restriction de potentiel de différenciation en lignées spécialisées est 
conditionnée par l’induction de gènes spécifiques d’une lignée. Ces processus ont été étudiés 
de manière approfondie dans la différentiation des lymphocytes B qui sera développée ici à 
titre d’exemple. Dans cette lignée, l’orientation développementale en cellule B est initiée au 
sein des PMAL par l’induction de l’expression des gènes Rag1/Rag2 et Dntt (gène codant la 
désoxyribonucléotidyl transferase ; TdT) (Igarashi et al., 2002; Medina et al., 2001) par les 
facteurs de transcription Ikaros et E2A (Dias et al., 2008; Reynaud et al., 2008; Yoshida et al., 
2006). L’induction de gènes spécifiques de la lignée B qui apparaît en aval des PMAL 
engendre une répression progressive des gènes des autres lignées. D’après ce processus, 
l’engagement en différenciation B se fait tout autant de manières active et passive, les cellules 
au stade PMAL conservant encore un potentiel de différenciation en granulocytes ou en 
macrophages (Hardy et al., 2007). Sur un plan moléculaire, la restriction du potentiel de 
différenciation vers d’autres lignées semble requérir l’activité séquentielle ou coopérante des 
facteurs de transcription tels qu’Ikaros, E2A, EBF1 ou Pax5 (Dias et al., 2008; Nutt et al., 
1999; Pongubala et al., 2008; Reynaud et al., 2008). Cette orientation progressive vers la 
lignée B se poursuit jusqu’au stade pro-B où une boucle de régulation positive entre Ebf1 et 
Pax5 consolide l’identité B (Pongubala et al., 2008). De manière analogue, ce processus se 
produit au cours de la différenciation des neutrophiles et des macrophages, contrôlé aux 
stades les plus précoces respectivement  par PU1 et C/EBPα (Laslo et al., 2006).  
 
B. Les facteurs de transcription dans le choix des 
spécialisations 
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 Les paramètres quantitatifs des profils d’expression des facteurs de transcription 
majeurs de l’hématopoïèse ont un impact déterminant dans la régulation de l’hématopoïèse. 
La concentration ou le niveau d’activité de ces gènes a un rôle prépondérant dans l’entrée des 
cellules dans un programme de différenciation donné. Par exemple, des différences de niveau 
d’expression de PU.1 ont été associées à l’engagement du programme de spécialisation des 
PMAL en macrophages ou en lymphocytes B. Une faible concentration de PU.1 induit une 
différenciation en lymphocytes B, alors qu’une concentration 4-5 fois supérieure oriente les 
PMAL vers une différenciation en macrophages et bloque activement la différenciation B 
(DeKoter and Singh, 2000). De la même façon, dans la lignée B, la coordination de la 
commutation de classe isotypique de l’immunoglobuline lors de la différenciation 
plasmocytaire est contrôlée par la cinétique d’accumulation et le niveau d’expression du 
facteur de transcription IRF-4 (Sciammas et al., 2006). Les bases moléculaires de tels 
mécanismes, impliquant les niveaux d’expression et d’activité de facteurs de transcription, 
restent encore mal décrites aujourd’hui. Il apparaît cependant que la conjugaison des 
paramètres qualitatifs (profils d’expression des gènes majeurs de la différenciation) et 
quantitatifs (niveaux d’expression relatifs de ces facteurs) soit au cœur des mécanismes de 
détermination des options de différenciation.  
 Comme évoqué précédemment, les cellules multi-potentes expriment à un faible 
niveau et simultanément des gènes associés à différentes lignées (Hu et al., 1997; Miyamoto 
et al., 2002). Afin de s’engager dans un programme de différenciation, les cellules multi-
potentes doivent donc sur-activer des gènes spécifiques d’une lignée et dans le même temps 
réprimer ceux spécifiques des autres options de différenciation. Ceci suggère que certains 
facteurs de transcription auront la capacité d’induire l’expression d’un panel de gène poussant 
les cellules vers une spécialisation, et dans le même temps de réprimer les gènes spécifiques 
des autres lignées. Plusieurs de ces régulateurs majeurs, tels PU.1 et GATA1 évoqués plus 
haut, ont été identifiés comme ayant ce double rôle. La différenciation d’une cellule multi-
potente vers une spécialisation est associée à l’expression séquentielle de quelques gènes 
cruciaux qui pilotent, par activation et par répression, l’ensemble des gènes nécessaires à 
l’acquisition des éléments fonctionnels de la cellule en maturation. Ces « masters » gènes 
restreignent dans le même temps la possibilité des cellules de se détourner de leur destinée 
d’origine (figure 4(B)).  




Figure 4 : (A) Principe de 
continuum de l’hématopoïèse. 
Ce schéma radial montre la 
restriction progressive de 
potentiel concomitante à 
l’avancée en différenciation. 
Les progéniteurs et leurs 
potentiels de différenciation 
sont représentés comme des 
arcs de cercle. L’avancée en 
différenciation est représentée 
par un éloignement du centre du 
cercle symbolisant la HSC 
(=CSH). Les flèches 
représentent la capacité des 
cellules dendritiques de se 
différencier à partir de 
progéniteurs lymphoïdes ou 
myéloïdes (Brown et al., 2010). 
  
 (B) Schéma de principe de la 
différenciation 
hématopoïétique. A, B, C et 
D représentent des profils 
d’expression d’éléments 
caractéristiques de 4 lignées 
différentes, correspondants à 
la capacité des cellules de se 
différencier en a, b, c ou d 
(cellules matures). Les 
masters gènes sont des 
facteurs de transcriptions 
cruciaux dans l’orientation de 
la différenciation. En bleu est 
symbolisée la restriction du 
potentiel de différenciation 
vers plusieurs lignées. En bas 
est schématisé l’avancement 
de différenciation correspondant à l’acquisition progressive de caractères propres à la lignée A. Le master gène 1 
(MG1) est plus actif que le master gène 5 (MG5) à la première étape décrite ici. MG1 va promouvoir le profil 
d’expression correspondant à la lignée A et réprimer les profils C et D. Au stade suivant, l’activité de MG1 va 
diminuer et celle de MG2 va prendre le relais. MG2 va ainsi pousser encore l’activation du profil A, réprimer le 
profil B, maintenir le blocage du profil C, et supprimer le profil D. Le MG3 va s’activer au stade suivant et 
permettre l’acquisition d’un phénotype A mature tout en maintenant le blocage des autres phénotypes encore 
accessibles. Les notions d’action coordonnée et séquentielle des différents masters gènes sont représentées par la 
présence de deux master gènes lors des transitions entre les stades, la taille de la police reflétant leur niveau 
d’activité. L’acquisition progressive d’un phénotype par activation d’un panel de gènes spécifiques d’une lignée 
et inhibition des autres sont représentées par l’augmentation de police du panel de gène A et la diminution de 
celles des autres au fur et à mesure de l’avancement en différenciation. Les éléments constitutifs des profils 
d’expression A, B, C et D ne sont pas exclusifs à chacun de ces profils (des gènes correspondants au profil A 
peuvent appartenir également au profil B par exemple). Les niveaux d’expression et la combinaison d’expression 
des masters gènes, mais aussi de gènes importants dans l’acquisition des phénotypes, apparaissent régir le choix 
des options de différenciation.  
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L’activité des masters gènes s’inscrit dans un contexte cellulaire complexe faisant 
intervenir plusieurs modes de régulation. Ces masters gènes sont à la fois des inducteurs et 
des cibles de ces mécanismes.  
1. Les Micro-ARNs 
 Les miRNAs sont une classe d’ARNs non codants dont les fonctions les mieux 
connues sont de contrôler  les quantités d’ARNm cibles au niveau de leur transcription, de 
leur stabilisation ou de leur traduction. Ils constituent ainsi un mode de régulation rapide et 
simultané sur des pans entiers de gènes lors de l’entrée en différenciation des cellules (Bartel, 
2004; Fazi and Nervi, 2008). Les miARNs ont été montrés comme particulièrement 
importants dans l’érythropoïèse, la myélopoïèse et la lymphopoïèse B (Bousquet et al., 2008; 
Felli et al., 2005; Fontana et al., 2007; Ventura et al., 2008). Des facteurs de transcription 
spécifiques des lignées régulent l’expression de miARNs, qui vont à leur tour réguler des 
ARNm codant des facteurs de transcription majeurs dans la différenciation. Ceci établi un 
réseau de régulation  de contrôles positif et négatif entre ces deux classes de molécules 
régulatrices. Il apparaît ainsi que les mécanismes de régulation des miARNs peuvent être 
superposés aux boucles de contrôle réciproques entre les facteurs de transcription cruciaux 
que nous avons évoquées précédemment. Ce mode de régulation semble agir très finement sur 
le niveau d’expression des masters gènes conditionnant la différenciation vers les diverses 
lignées.  
2. Les modifications intra cellulaires 
 Les modifications épigénétiques jouent un rôle central dans l’activation et la 
répression de groupes de gènes impliqués dans les programmes de différenciation. 
L’importance de Mi-2β que nous avons présenté illustre bien cette assertion. Ce mode de 
régulation inclus la méthylation de l’ADN et toute une série de modifications covalentes des 
histones (Rice et al., 2007). Plusieurs études ont montré la capacité qu’ont des masters gènes à 
recruter différents complexes de modification des histones. De tels mécanismes ont été 
associés à GATA1 dans l’érythropoïèse (Letting et al., 2003) ou PU.1 dans la myélopoïèse 
(Stopka et al., 2005). De plus, de nombreux régulateurs transcriptionnels sont capables de 
recruter à la fois des facteurs activateurs et des facteurs répresseurs de la structure de la 
D. Autres éléments déterminants de l’hématopoïèse 
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chromatine.  Les mécanismes conduisant au recrutement d’un complexe activateur plutôt que 
répresseur par un même facteur de transcription à un locus donné ne sont pas connus à ce jour.   
3. Les signaux extracellulaires 
 Au sein de la moelle osseuse, les cellules hématopoïétiques en cours de 
développement interragissent avec des microenvironnements variés, tant par la nature des 
cellules stromales que par les espèces cytokiniques rencontrées. 
 La régulation de l’hématopoïèse est associée à de nombreux signaux extracellulaires. 
La nécessité des cytokines dans la régulation de l’hématopoïèse est avérée depuis de 
nombreuses années (figure 5). Comme pour les facteurs de transcription, il apparaît notable 
que les facteurs solubles agissent en combinaison pour déterminer la spécialisation ou 
entrainer la prolifération d’un type cellulaire. Les facteurs constituant ces combinaisons et 
leurs dosages relatifs apparaissent tout aussi importants que celles des facteurs de 
transcription dans le déroulement de l’hématopoïèse. Ceci parait d’autant plus vrai que les 
cytokines peuvent réguler l’expression et le niveau d’expression des masters gènes de la 
différenciation (Dahl et al., 2003). Ces masters gènes semblent à leur tour capables de réguler 
le niveau d’expression des récepteurs aux différentes cytokines, ce qui créé des boucles de 
renforcement des processus de différenciation.  
 
Figure 5 : Utilisation des cytokines et facteurs de croissance au cours de la spécialisation des différentes lignées. 
Ce schéma souligne la diversité des signaux reçus et intégrés par les cellules au cours de leur développement. 
Les flèches vertes indiquent que les facteurs solubles représentés ici sont impliqués dans les mécanismes de 
différenciation et/ou de prolifération des lignées désignées (Brown et al., 2010). 
 
 Une différence semble exister entre les cytokines myéloïdes et les cytokines 
lymphoïdes. Les récepteurs aux cytokines myéloïdes (GM-CSF, G-CSF et M-CSF) 
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n’apparaissent pas indispensables pour la différenciation myéloïde (Hibbs et al., 2007), bien 
qu’ils aient un rôle important dans le contrôle de la prolifération de ces progéniteurs durant 
l’hématopoïèse normale. Au contraire, les récepteurs aux cytokines lymphoïdes (Flt3 et IL-7) 
apparaissent indispensables au maintien du potentiel de différenciation des cellules dans la 
lignée B (Sitnicka et al., 2003). Dans le développement B, la nature de la signalisation Flt3 
reste à préciser. Les voies de signalisation activées par l’IL-7R sont bien décrites et 
conduisent à l’induction de l’expression du gène Ebf1, facteur déterminant dans le processus 
d’acquisition de l’identité B (Roessler et al., 2007). L’IL-7 active la différenciation via son 
récepteur, mais également la prolifération et le réarrangement du locus des IgH dans les 
cellules pro-B. Plus tard dans la différenciation B, le signal IL-7R doit être atténué pour 
permettre les réarrangements du locus des IgL (Johnson et al., 2008). La modulation du signal 
induit par l’IL-7 semble être régulée par un changement des niveaux d’expression de 
récepteurs aux chemokines, permettant aux cellules B de s’éloigner des cellules stromales 
productrices d’IL-7 (Nagasawa, 2006). Les voies de signalisation associées à l’IL-7 dans le 
développement B illustrent bien comment l’ensemble des signaux extracellulaires (cytokines, 
chemokines, molécules d’adhésion) et intracellulaires (facteurs de transcription) coopèrent 
pour l’accomplissement de la différenciation lymphocytaire.  
 En plus des facteurs solubles, les cellules hématopoïétiques rencontrent différents 
types de cellules stromales qui conditionneront également les mécanismes de développement 
et de prolifération. Les niches hématopoïétiques sont des structures spatiales ou des 
concentrations de types cellulaires déterminés fournissant aux cellules hématopoïétiques un 
microenvironnement favorable à leur développement. Le concept de niches a bien été décrit 
par leur implication dans les propriétés d’auto-renouvellement des CSH (Martinez-Agosto et 
al., 2007). Le rôle des ostéoblastes dans la constitution de ces niches apparaît essentiel, tant 
par leur expression de molécules d’adhésion comme la N-cadhérine et VCAM-1 (Rafii et al., 
1997; Zhang and Li, 2008), que par leur capacité à secréter des facteurs solubles tels que 
l’angiopoïétine et Jagged-1 (associés à la quiescence et au blocage de différenciation des CSH 
respectivement) (Arai et al., 2004; Calvi et al., 2003). Les cellules souches ou progénitrices 
hématopoïétiques placées dans des niches reçoivent les différents stimuli nécessaires à leur 
développement (Arai and Suda, 2007; Espeli et al., 2009; Heissig et al., 2005; Morrison and 
Spradling, 2008; Nagasawa, 2006; Tokoyoda et al., 2004). Des niches de nature variée 
existent au sein de la moelle osseuse et sont associées au développement de différents stades 
cellulaires de diverses lignées. Ainsi, le groupe de Nagasawa a démontré l’existence de niches 
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spécialisées dans le support de plusieurs stades du développement B (Tokoyoda et al., 2004). 
Ces travaux décrivent que des cellules stromales sécrétrices de CXCL12 forment le 
microenvironnement favorable au développement des cellules pré-pro-B. Les cellules pro-B 
ont été retrouvées dans des niches différentes, composées de cellules stromales secrétant de 
l’IL-7. La moelle osseuse contient donc une multitude de microenvironnements, chacun 
permettant le développement des différents sous-types cellulaires. La localisation des cellules 
dans la moelle osseuse semble être un mécanisme fondamental et initiateur dans le choix des 
options de différenciation.  
II. La lymphopoïèse B 
La production de lymphocytes B fonctionnels est nécessaire à la mise en place d’une 
protection immunitaire efficace. Sous leur forme mature, ces cellules vont exprimer une large 
variété d’anticorps membranaires (BCR). Chaque BCR est capable de reconnaître des 
déterminants antigéniques particuliers. L’activation du BCR par son antigène va engendrer 
une réponse immunitaire adapatée qui consistera en la sécrétion massive d’anticorps solubles, 
tous identiques au BCR activé et spécifiques de l’antigène incriminé. Ces anticorps vont 
permettre la destruction de la cible identifiée par l’antigène en trois étapes : liaison à 
l’antigène (opsonisation); activation du système du complément ; recrutement de cellules de 
l’immunité innée. Ils sont associés à la réponse immunitaire à médiation humorale. 
 
Vers la différenciation B 
 La différenciation des CSH en lymphocytes B est un processus multi-étape passant par 
plusieurs stades (Nutt and Kee, 2007). Les premières cellules issues des CSH sont les PMP 
qui ont perdu la propriété d’auto-renouvellement mais qui ont conservé celle de se 
différencier dans l’ensemble des lignées hématopoïétiques (Adolfsson et al., 2001).   Une 
certaine sous-population de PMP qui surexprime Flt3 va former les PMAL décrits 
précédemment (Adolfsson et al., 2005). Cette population de PMAL contient une population 
de progéniteurs lymphoïdes précoces (PLP) dont l’identité lymphoïde est établie dans la 
mesure où ils expriment le gène rapporteur gfp sous la dépendance des éléments régulateurs 
de Rag1 (Igarashi et al., 2002). Ces PLP se différencient ensuite en PLC qui n’ont qu’un 
potentiel de différenciation lymphoïde in vivo alors qu’ils conservent un potentiel myéloïde in 
vitro (Balciunaite et al., 2005; Kondo et al., 1997; Rumfelt et al., 2006). Au sein des PLP 
A. Vue d’ensemble des différentes étapes de différenciation
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existent différentes sous-populations, définies notamment en fonction de l’expression de Flt3. 
Il semblerait que les PLC Flt3- représentent la fraction de PLC n’ayant comme seul potentiel 
que la différenciation B (Karsunky et al., 2008; Mansson et al., 2008). Récemment, 
l’identification du marqueur Ly6D a permis de diviser la population PLC en une sous-
population de progéniteurs de toutes les lignées lymphoïdes (PTL, Ly6D-) et en une sous-
population de progéniteurs lymphoïdes B (PLB, Ly6D+) (Inlay et al., 2009).  
La différenciation lymphoïde B 
 Les premières cellules unanimement décrites comme spécifiques de la lignée B dans la 
moelle osseuse sont les lymphocytes pré-pro-B. Ces cellules sont identifiées par l’expression 
de Flt3, IL7Rα et de B220 (marqueur pan-B). Elles ont subi le réarrangement DH-JH de la 
chaine lourde des immunoglobulines et expriment un profil de gènes spécifique des 
lymphocytes B (Gounari et al., 2002; Rumfelt et al., 2006). En situation physiologique, ces 
cellules pre-pro-B vont devenir des lymphocytes B matures. Cependant, le succès de ce 
programme est conditionné par l’expression de Pax5 dès le stade suivant, pro-B (Fuxa and 
Busslinger, 2007b). Le réarrangement correct du locus IgH au stade pro-B permet le passage 
au stade pré-B. Les cellules pré-B prolifèrent rapidement et initient la recombinaison VL-JL du 
locus IgL (Martensson et al., 2007). La bonne recombinaison du locus IgL permet ensuite aux 
cellules de progresser vers le stade de lymphocyte B immature et de sortir de la moelle 
osseuse (Rolink et al., 2004). Les lymphocytes B matures sont localisés dans les ganglions 
lymphatiques où ils persistent 5 à 7 semaines en restant quiescents. Cependant, leur 
stimulation par un antigène spécifique induit l’activité des mécanismes d’hyper-
recombinaison somatique (SHM) et de commutation de classe isotypique (CSR). La 
stimulation antigénique s’accompagne ensuite d’une entrée en prolifération et de leur 
maturation en plasmocytes, cellules sécrétrices d’anticorps à durée de vie courte (quelques 
heures à quelques jours) (Ding and Chandirakumaran, 2005; Fairfax et al., 2008) (figure 6). 
Les lymphocytes B mémoires sont issus des cellules stimulées mais ne se différencient pas en 
plasmocytes. Ils ont une durée de vie très longue et servent à conserver une mémoire 
immunitaire qui pourra être rapidement réactivée si l’organisme est à nouveau confronté à la 
même stimulation antigénique. 
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Figure 6 : Vue d’ensemble de la différenciation B dans les conditions physiologiques. La progression de la 
différenciation va de haut en bas. Les principaux stades sont figurés par leurs sigles. En rouge, à gauche sont 
notées les options de différenciation qui disparaissent au fur et à mesure de l’avancement de la maturation B. Les 
éléments à droite (en orange et vert) sont en vis-à-vis avec la progression de la différenciation (en noir). En 
orange à droite sont représentées les plages d’activité nécessaires des masters gènes évoqués dans ce paragraphe.  
Ces plages d’expression ne correspondent pas systématiquement à une activité indispensable des facteurs de 
transcription rattachés mais à leur présence. Cette représentation est uniquement qualitative. En vert à droite sont 
figurés les événements de recombinaison essentiels à l’acquisition des propriétés d’immunocompétence. Les 
rectangles arrondis représentent des événements sur l’ADN ; Les cercles représentent la production d’éléments 
fonctionnels associés aux événements de recombinaison de l’ADN. Pré-BCR : précurseur du récepteur des 
cellules B ; BCR : Récepteur des cellules B ; SHM : hyper-recombinaison somatique ; CSR : commutation de 
classe isotypique.  
Les masters gènes de la différenciation lymphoïde B 
 PU.1 est nécessaire à la formation des PMAL et des PLC, mais son inactivation en 
aval de ces stades ne conduit pas à une modification notable du nombre ou de la qualité des 
lymphocytes B qui en découlent (Scott et al., 1994). E2A est également requis pour la 
différenciation des PMAL et PLC, mais est en plus nécessaire à la formation des cellules pré-
pro-B, pro-B, pré-B et B immatures (Kwon et al., 2008). Outre ces implications dans les 
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stades précoces de l’ontogénie B, E2A apparaît jouer un rôle encore mal défini dans les 
cellules B activées.  La perte d’Ebf1 conduit à un blocage de la maturation entre les stades 
PLC et pré-pro-B (Lin and Grosschedl, 1995). La ré-expression transitoire d’Ebf1 permet de 
passer ce cap et donc la formation de cellules pro-B n’exprimant plus Ebf1. Toutefois, ces 
pro-B ont des caractéristiques proches des pro-B Pax5-/-, notamment une capacité à se 
différencier vers d’autres lignées. Pax5 est requis pour la différenciation des cellules en aval 
du stade pro-B. Il est également indispensable au maintien de l’identité B tout au long de la 
lymphopoïèse, puis son expression s’éteint pour permettre la différenciation plasmocytaire 
(Nutt et al., 1999). Ikaros est requis pour la formation des PMAL et son absence induit une 
disparition du potentiel de différenciation B (Yoshida et al., 2006). L’induction d’une 
expression ectopique d’Ebf1 peut rétablir la formation de cellules pro-B Ikzf1-/- (gène codant 
Ikaros) (Reynaud et al., 2008), mais ces cellules garderont aussi un potentiel de 
différenciation vers d’autres lignées. En outre, les souris porteuses d’un allèle déficient 
d’Ikzf1 présentent un défaut de la réponse à l’IL-7 entrainant un défaut de transition pro-B 
pré-B.  
1. La signalisation induite par les cytokines 
 Les cytokines sont sécrétées par les cellules du microenvironnement médullaire et 
conditionnent le développement de l’ensemble des lignées hématopoïétiques. Le contrôle de 
la nature de ces cytokines et de leurs concentrations à des échelles locales est une fonction 
fondamentale dans l’hématopoïèse. Les premières étapes du développement B sont 
intimement liées à l’activité de deux récepteurs aux cytokines : IL-7R et Flt3. Ces étapes sont 
aussi dépendantes de la bonne organisation d’un réseau de facteurs de transcription (master 
gènes) incluant PU.1, Ikaros, E2A, Ebf1 et Pax5 (Singh et al., 2005).  
 L’émergence des PLC à partir du compartiment PMAL est marquée par une 
expression croissante du récepteur à l’IL-7. Ce récepteur est composé d’un dimère associant 
une chaine commune γ (Il2rγ) et une chaine spécifique IL-7Rα (Il7r). Alors que l’expression 
de l’IL-7R est un marqueur du stade des PLC, son activité n’est pas indispensable à la 
formation de ces cellules. Les souris déficientes pour l’IL-7R ou la chaine IL-7Rα présentent 
une diminution des deux tiers du nombre de PLC et non une disparition totale de cette 
population. L’effet le plus notable de l’absence de l’IL-7R est un profond défaut de capacité 
de formation des cellules pré-pro-B (Dias et al., 2005; Kikuchi et al., 2005). Il a été également 
B. Les événements précoces de la différenciation B 
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démontré que les souris présentant des anomalies de signal IL-7R et Flt3 conjuguées étaient 
totalement incapables de former des cellules de la lignée B (Sitnicka et al., 2002; Vosshenrich 
et al., 2003). 
2. Les facteurs de transcription des stades précoces 
d’engagement vers la lignée B 
a) Ikaros 
 Le gène Ikzf1 code un facteur de transcription (Ikaros) à plusieurs motifs en doigts de 
zinc qui fonctionne soit comme activateur, soit comme répresseur transcriptionnel. Ce master 
gène apparaît indispensable à la résolution du profil d’expression multi-lignée des PMP 
(Yoshida et al., 2010). Les souris Ikzf1-/- sont incapables de former des cellules de la lignée B. 
Un allèle hypomorphe d’Ikzf1 a quant à lui un impact important sur la capacité des cellules à 
passer du stade pré-pro-B au stade pro-B et empêche les cellules pro-B de former des colonies 
in vitro sous la stimulation de l’IL-7 (Kirstetter et al., 2002). Les progéniteurs 
hématopoïétiques Ikzf1-/- semblent avoir un compartiment PMAL quasiment absent. 
Cependant, par une expérience de traçage des cellules par la GFP sous la dépendance des 
éléments de régulation d’Ikzf1, il a été démontré que les PMAL se développent malgré sa 
délétion dans les souris Ikzf1-/- (Yoshida et al., 2006). Dans ces souris, les PMAL perdent leur 
potentiel de différenciation vers la lignée B, phénotype associé aux baisses d’expression de 
l’IL-7R et de Rag1. Cette dernière observation suggère qu’Ikaros est impliqué dans les 
mécanismes de spécialisation B en aval des PMAL (Yoshida et al., 2006).  
b) PU.1 
 PU.1 a un rôle majeur dans le choix de l’option de différenciation des PMAL en 
cellules B. Les souris Sfpi1-/-  (gène codant PU.1) meurent en fin d’embryogénèse ou peu 
après la naissance, et n’ont ni de cellules myéloïdes, ni de lymphocytes B dans le foie, ni de 
cellules T dans le thymus. Ce phénotype suggère que l’absence de PU.1 bloque 
l’hématopoïèse au stade PMAL ou à un stade plus précoce (DeKoter et al., 2002; McKercher 
et al., 1996; Scott et al., 1994). D’autres travaux soulignent l’implication de PU.1 dans le 
développement des lymphocytes pro-B, notamment par son rôle dans la régulation de 
l’expression de Il7r et Ebf1 (Medina et al., 2004). Cependant, il est apparu possible de dériver 
des lymphocytes B à partir de progéniteurs issus de foies fœtaux de souris Sfpi1-/-, mais à une 
fréquence plus faible et avec une cinétique plus lente que ceux produits à partir de 
progéniteurs de foie fœtaux de souris sauvages (Ye et al., 2005). PU.1 intervient donc dans le 
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choix des PMAL d’engagement dans la lignée B et dans les stades très précoces de la 
différenciation B.  
 L’hypothèse d’un rôle de PU.1 dans le devenir des PMAL est soutenue par des travaux 
ayant montré que son niveau d’expression détermine le choix d’engagement de ces cellules 
vers une différenciation en macrophages ou une différenciation lymphoïde B (DeKoter and 
Singh, 2000). PU.1 est en effet bien plus exprimé dans les PMAL formant les macrophages 
que dans ceux formant des lymphocytes B. Cette observation est en outre soulignée par deux 
articles relevant l’importante différence d’expression de PU.1 entre les macrophages et les 
lymphocytes B, pourtant issus d’une même population PMAL exprimant très fortement PU.1 
(Arinobu et al., 2007; Nutt et al., 2005). L’étude de la fonction de PU.1 dans la lymphopoïèse 
adulte a montré que son inactivation conditionnelle perturbait profondément l’hématopoïèse, 
conduisant notamment à un excès de granulopoïèse (Dakic et al., 2005; Dakic et al., 2007). 
Les populations des PMAL et des PLC des souris adultes déficientes pour PU.1 sont 
incapables de participer à la lymphopoïèse dans des expériences de reconstitution 
compétitives avec des PMAL et PLC normaux. L’inactivation de PU.1 (par un système Cre-
Lox où la recombinase Cre est sous la dépendance du promoteur CD19) dans des PLC triés 
n’a pas d’impact sur la différenciation aux stades ultérieurs. Ces éléments réunis mettent en 
évidence un rôle majeur de PU.1 dans l’orientation développementale des progéniteurs vers la 
lignée B, mais ne lui confèrent aucun caractère essentiel dans la régulation et progression des 
étapes de différenciation B (Iwasaki et al., 2005; Polli et al., 2005; Ye et al., 2005).  
c) E2A 
 E12 et E47 sont des protéines à domaines hélice-boucle-hélice (HBH) communément 
désignées E2A. Les protéines E2A sont essentielles à la lymphopoïèse B mais sont également 
requises dès les étapes de basculement des PMAL vers ce programme (Bain et al., 1997; 
Borghesi et al., 2005). E2A stimule l’expression de gènes du programme lymphoïde dans les 
PMAL et dans le même temps inhibe certains éléments spécifiques du programme myéloïde 
(Dias et al., 2008). Les PLC déficientes en E2A sont incapables d’initier les réarrangements 
du locus d’IgH du fait de leur incapacité à initier l’expression de Rag1. Ces cellules 
présentent des taux d’expression faibles d’Ebf1 et de gènes B spécifiques, tels Pax5, Cd79a 
ou λ5 (Zandi et al., 2008). Le développement d’un système d’inactivation conditionnelle de 
l’expression d’E2A a permis d’établir que son absence dans les cellules pré-pro-B, pro-B, pré-
B, ou B immatures induit la disparition des populations cellulaires concernées (Kwon et al., 
28 
2008). Ces résultats soulignent la nécessité d’analyser l’implication des facteurs de 
transcription tout au long de la différenciation B (Lazorchak et al., 2006). L’expression 
ectopique de Pax5 dans des cellules n’exprimant pas E2A permet de rétablir la formation de 
lymphocytes pro-B, ce qui suggère que le rôle principal d’E2A en début de différenciation B 
est d’induire l’expression de Pax5 (Kwon et al., 2008).  
1. Ebf1 
 Il apparaît évident, aux vues des éléments présentés plus tôt, que l’induction d’Ebf1 est 
un événement central dans les mécanismes de spécialisation des cellules B. Les souris Ebf1-/- 
ne sont capables ni d’exprimer Cd79a, Cd79b, λ5 et VpreB1, ni de procéder à la 
recombinaison du locus IgH (Lin and Grosschedl, 1995), alors que sa surexpression dans des 
CSH les oriente vers la différenciation B (Zhang et al., 2003). Des travaux avancent qu’Ebf1 
est requis pour l’amorçage du programme d’expression B dans les PLC (Zandi et al., 2008). 
L’expression forcée d’Ebf1 est également capable d’induire le réengagement dans le 
programme de différenciation lymphoïde B de PMP bloqués suite à la délétion de E2A, IL-7R, 
Ikzf1 ou PU.1 (Dias et al., 2005; Kikuchi et al., 2005; Medina et al., 2004; Reynaud et al., 
2008; Seet et al., 2004). Ebf1 est donc un facteur indispensable à l’engagement des cellules 
dans la lignée B. 
 Différentes approches ont montré que l’expression d’Ebf1 était dépendante de E2A et 
du signal induit par l’IL-7. En l’absence de signalisation associée à l’IL-7, des lymphocytes 
pré-pro-B sont générés mais ils expriment un faible taux d’Ebf1 et sont incapables de 
conserver leur potentiel de différenciation vers des étapes B plus tardives (Kikuchi et al., 
2008). Ebf1 est régulé par deux promoteurs, un distal et un proximal. Son promoteur distal est 
régulé par E2A, STAT5 (facteur de transcription activé par la transduction du signal de l’IL-
7R), et également par lui-même dans le cadre d’une boucle d’autorégulation. Son promoteur 
proximal est quant à lui allumé par Ets1, PU.1 et Pax5 (Roessler et al., 2007). L’induction de 
l’expression d’Ebf1 conséquente à l’expression ectopique de Pax5 dans des lymphocytes T 
démontre l’action régulatrice de Pax5 sur Ebf1 (Fuxa et al., 2004). De plus, les cellules pro-B 
Pax5-/- ont des taux d’ARNm d’Ebf1 diminués (Pridans et al., 2008; Roessler et al., 2007; 
Schebesta et al., 2007). Ebf1 est aussi capable d’induire l’expression de Pax5. Ebf1 et Pax5 
fonctionnent donc en partenariat dans une dynamique de renforcement positif de l’identité B. 
C. Les facteurs de transcription impliqués dans l’identité et 




 Pax5 a été décrit comme essentiel dans la différenciation B. Il est présent du stade pré-
pro-B au stade B mature où son expression s’éteint pour permettre la différenciation terminale 
plasmocytaire (Fuxa and Busslinger, 2007a). En absence de Pax5, le développement s’arrête 
au stade pro-B précoce. Ces cellules sont caractérisées par l’expression de certains gènes 
spécifiques de la lignée B  et par le réarrangement DH-JH achevé (Nutt et al., 1998; Nutt et al., 
1997). Les cellules pro-B Pax5-/-, bien qu’incapables de poursuivre la différenciation B, 
peuvent être cultivées indéfiniment en présence d’IL-7 et de cellules stromales. Ces cellules 
ont également la propriété remarquable de pouvoir se réengager vers de multiples autres 
programmes de différenciation hématopoïétique (Nutt et al., 1999; Rolink et al., 1999; 
Schaniel et al., 2002a; Schaniel et al., 2002b). La suppression de Pax5 dans des pro-B 
sauvage leur confère une plasticité de différenciation et empêche les cellules de progresser 
dans le programme B. La réexpression de Pax5 dans ces lymphocytes pro-B Pax5-/- rétabli le 
potentiel de maturation B et bloque à nouveau les capacités de reprogrammation vers d’autres 















figure 7 : Illustration de l’importance de PAX5 dans la maintien de l’identité et la différenciation B. ST2 : 
Cellules stromales. G-CSF, GM-CSF, M-CSF, OPGL, IL-2, DL1 : cytokines nécessaires au développement des 
lignées associées (Cobaleda et al., 2007b).  
 La surexpression de Pax5 dans des CSH n’a pas un impact aussi drastique que celle 
des facteurs Ebf1 ou Spfi1 (Laiosa et al., 2006; Zhang et al., 2003). Sa surexpression dans les 
CSH in vivo, que ce soit par approche transgénique ou rétrovirale induit seulement un 
déséquilibre de production de lymphocytes B au détriment de la production de lymphocytes T 
(Cotta et al., 2003; Souabni et al., 2002). Sa surexpression in vitro dans des cellules myéloïdes 
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(Chiang and Monroe, 1999, 2001) ou dans des progéniteurs hématopoïétiques (Anderson et al., 
2007) induit une suppression de certains récepteurs aux facteurs de croissance myéloïde et 
l’expression de gènes B spécifiques, mais pas de reprogrammation ou de différenciation de 
ces cellules vers la lignée B. Cependant, Pax5 est capable de forcer la différenciation 
lymphoïde de PMAL exprimant des récepteurs aux cytokines myéloïdes (Hsu et al., 2006).  
 Le caractère indispensable de Pax5 dans le maintien et la progression de la 
différenciation B est inhérent à ses propriétés régulatrices. Comme Pax5 peut à la fois activer 
ou réprimer ses gènes cibles (Nutt et al., 1998), il a initialement été avancé qu’il avait la 
fonction de réprimer les gènes spécifiques d’autres lignées et d’activer les gènes du 
développement B (Nutt et al., 1999).  En accord avec cette théorie, les cellules Pax5-/- 
expriment de nombreux gènes associés aux PMP ou à d’autres lignées hématopoïétiques 
(Delogu et al., 2006; Nutt et al., 1999; Pridans et al., 2008). Les gènes M-CSF-R, Notch1, 
respectivement facteurs spécifiques de la différenciation des macrophages et de la lignée T, 
sont directement réprimés par Pax5, ce qui peut expliquer la plasticité multi-lignage des 
lymphocytes pro-B Pax5-/- (Souabni et al., 2002; Tagoh et al., 2006). Pax5 réprime également 
Flt3, récepteur à activité tyrosine kinase impliqué dans la physiologie des cellules précoces de 
l’hématopoïèse (Delogu et al., 2006; Holmes et al., 2006). Sachant que l’expression forcée de 
Flt3 ou l’adjonction de Flt3 ligand au cours de l’hématopoïèse bloque totalement la 
différenciation B, cette répression apparaît cruciale pour permettre l’engagement du 
programme B (Ceredig et al., 2006; Holmes et al., 2006).  
 Des analyses pan transcriptomiques ont été menées pour identifier les cibles de Pax5 
(Delogu et al., 2006; Pridans et al., 2008; Schebesta et al., 2007). Il est apparu que de 
nombreux gènes cibles régulés à la baisse par Pax5 sont normalement exprimés dans d’autres 
lignées.  L’inactivation conditionnelle de Pax5 à tous les stades où il est normalement 
exprimé conduit à la réexpression de ces gènes. Ce phénomène est partiellement observable 
lors de l’inhibition physiologique de l’expression de Pax5 au cours de la différenciation 
plasmocytaire (Delogu et al., 2006; Kallies et al., 2007; Nera et al., 2006). Pax5 active de 
nombreux gènes spécifiques de la lignée B, notamment les éléments constitutifs du pré-BCR 
et de sa signalisation, comme CD19, Blnk, CD79a ou λ5 (Cobaleda et al., 2007b). Pax5 induit 
également la transcription d’autres facteurs nécessaires à la maturation B, comme SpiB 
(différenciation B tardive), Aïolos (inhibition de λ5), Lef1, IRF4 et IRF8 (expression d’Igκ) 
(Pridans et al., 2008; Schebesta et al., 2007). Ceci montre son rôle central dans l’orchestration 
du programme de différenciation B.  
31 
3. Ikaros 
 Des lymphocytes pro-B Ikzf1-/-, produits suite à la surexpression ectopique d’Ebf1, 
présentent le marqueur CD19 et expriment des taux normaux de Pax5 et d’Ebf1. Cependant, à 
l’instar des cellules pro-B Pax5-/-, ces lymphocytes conservent la capacité de se différencier 
en macrophages (Reynaud et al., 2008). Ce résultat surprenant souligne que l’activité d’Ikaros 
est nécessaire, en association avec celles de Pax5 et d’Ebf1, pour verrouiller l’identité B.   
4. Les autres facteurs de transcription importants dans la 
différenciation B 
 D’autres facteurs de transcription présentent un intérêt majeur pour la compréhension 
du développement B. Cependant leurs cibles ou leurs fonctions ne sont pas déterminées à ce 
jour. Parmi ces facteurs de transcription dits « orphelins » (Nutt and Kee, 2007), nous 
pouvons citer le facteur de promotion lymphoïde 1 (Lef1). Les souris Lef1-/- présentent une 
diminution de moitié de la quantité de cellules pro-B. Ces cellules prolifèrent moins vite que 
les pro-B sauvages in vivo (Reya et al., 2000). Il semblerait que son activité soit dépendante 
de signaux extracellulaires reçus par les β-caténines, et soit liée à la transduction du signal 
associée à la voie Wnt (Staal and Clevers, 2005). Sox4 est aussi un facteur de transcription, de 
la même famille que Lef1, et est indispensable au développement embryonnaire de la lignée B 
(Schilham et al., 1996).  
 La protéine à doigt de zinc Bcl11a est importante au cours de l’ontogénie B. Des 
travaux de l’équipe de Neal Copeland ont montré qu’elle était capable d’interagir avec Bcl6, 
facteur majeur de la différenciation B tardive (Nakamura et al., 2000). Bcl11a semble aussi 
impliquée dans la différenciation lymphoïde précoce, bien que son importance ne soit pas 
encore bien établie dans l’engagement spécifique vers la lignée B (Liu et al., 2003). Il apparait 
que son implication précoce puisse être plus forte dans la détermination du programme T que 
dans celle du programme B. En effet, des travaux récents ont montré que Bcl11b, 
structurellement très proche de Bcl11a, était essentielle à la progression et au maintien de 
l’identité lymphocytaire T (Li et al., 2010). Le facteur de transcription GABP est également 
critique pour la progression de la différenciation B, son défaut entrainant un blocage de 




 Les travaux évoqués précédemment se concentrent sur les stades initiaux de 
l’engagement B. Le laboratoire de Meinrad Busslinger a créé une lignée de souris 
transgénique rendant possible la suppression de Pax5. L’induction de la délétion de Pax5 dans 
des cellules pro-B en culture ont permis de montrer que ces cellules présentaient les mêmes 
caractéristiques que les lymphocytes pro-B Pax5-/-. Ceci démontre que Pax5 exerce une 
pression permanente de maintien des dispositions cellulaires à la différenciation B et n’agit 
donc pas seulement ponctuellement pour faire maturer les cellules d’un stade à un autre 
(Mikkola et al., 2002). Restait à déterminer si la perte de Pax5 permet la trans-différenciation 
directe des cellules pro-B vers d’autres types cellulaires, ou si elle conduit les cellules à se 
dédifférencier en progéniteurs types PLC ou PMAL. Cette question a été résolue par des 
expériences d’inactivation de Pax5 dans des lymphocytes B périphériques (Cobaleda et al., 
2007a). Des lymphocytes B matures rendus Pax5-/- (après induction de la suppression de 
Pax5) ont été injectés dans des souris Rag1-/-, animaux présentant une absence de 
lymphocytes. Les cellules injectées ont été suivies et cette expérience a révélé l’apparition 
d’une population de lymphocytes pro-B Pax5-/- (figure 7). Ce résultat suggère que des 
lymphocytes B matures ont subi une dédifférenciation. Sur un plan moléculaire, ces 
lymphocytes pro-B Pax5-/- présentent des réarrangements aux loci IgH et IgL, ce qui lève tout 
doute quant à leur origine lymphocytaire B mature. Ces cellules pro-B dédifférenciées sont 
capables de générer des lymphocytes T et plus rarement des cellules myéloïdes chez les souris 
hôtes. Les lymphocytes T issus des pro-B sont fonctionnels dans la mesure où ils peuvent 
fournir une réponse immunitaire suite à une stimulation antigénique.  
1. La différenciation terminale 
 Au cours du stade ultime de différenciation, le profil d’expression lymphocytaire B 
bascule littéralement vers un profil plasmocytaire très différent, tant sur un plan 
transcriptomique que phénotypique (Fairfax et al., 2008). Alors que l’expression de Pax5 est 
essentielle au cours de l’ontogénie B, son expression s’éteint rapidement lors de la transition 
lympho-plasmocytaire. Cette extinction apparaît nécessaire dans la mesure où Pax5 réprime 
des gènes importants dans la physiologie des plasmocytes. Ces éléments sont par exemple les 
gènes Xbp1 (Reimold et al., 1996) et la chaine J (Rinkenberger et al., 1996), la forte 
expression d’IgH, et le master-gène du développement plasmocytaire : Blimp1 (Nera et al., 
2006). D’autres gènes réprimés par Pax5, car inappropriés au cours de la différenciation B, se 
D. Les mécanismes de maintien de l’identité B 
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réexpriment à ce stade terminal (Delogu et al., 2006; Kallies et al., 2007) ; CD28 et CCR2, 
semblent par exemple jouer un rôle dans le fonctionnement normal des plasmocytes. Ceci 
souligne à quel point l’arrêt du programme transcriptionnel de Pax5 est essentiel à 
l’acquisition des fonctions plasmocytaires (Delogu et al., 2006). 
 
Figure 8 : Marqueurs phénotypiques de définition des stades de différenciation B. Définition des stades basée 
sur la classification d’Hardy (Hardy et al., 1991).  En orange sont figurés les éléments reflétant l’identité B ou 
nécessaires à la physiologie des différents stades. En vert sont figurés les éléments associés à la mise en place du 
pré-BCR et du BCR. CLS : Chaines légères de substitution. 
 
 Les cellules engagées dans la lignée B, avant même qu’elles aient terminé la 
recombinaison du locus IgH, commencent à exprimer B220 (protéine transmembranaire à 
activité tyrosine phosphatase) et CD43 (sialophorine) (Hardy et al., 1991). Ces cellules B 
précoces peuvent être subdivisées sur la base de l’expression de deux marqueurs apparaissant 
successivement au cours de la différenciation : CD24 (HSA) et BP-1 (aminopeptidase A, 
metalloprotéase membranaire dépendante au zinc). Aux stades pré-B, l’expression de CD43 
s’éteint progressivement et les lymphocytes peuvent être classés  sur la base de l’expression 
ou non de la chaine lourde (µ) et/ou de la chaine légère (κ). Les cellules Igκ négatives peuvent 
être divisées sur le critère d’expression de c-Kit (CD117, récepteur membranaire au facteur de 
croissance des cellules souches), de la sous unité IL-7Rα (CD127), et de la sous unité IL2Rα 
(CD25) (Rolink et al., 1994). Les stades les plus précoces sont c-Kit+/IL-7Rα+, puis 
E. Caractérisation phénotypique des stades de 
différenciation B 
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l’expression de c-Kit disparaît progressivement et CD25 commence à s’exprimer. Le 
marquage de la protéine membranaire CD93, impliquée dans l’adhésion aux cellules du 
stroma médullaire, peut également s’avérer utile pour éviter de sélectionner des cellules non B 
lorsque l’on s’intéresse aux stades très précoces du développement lymphocytaire (Chevrier et 
al., 2009).  
 L’étude de la cinétique d’apparition des éléments constitutifs ou nécessaires à 
l’assemblage du pré-BCR et du BCR a également permis de caractériser les différents stades 
de l’ontogénie B. Ainsi, la désoxyribonucléotidyl-transférase terminale (TdT) est capable de 
modifier les segments JH et est exprimé très précocement (Thai et al., 2002). Son rôle 
disparaît et son expression s’éteint lorsque les réarrangements VHDHJH du locus IgH sont 
terminés. Rag1 et Rag2 sont des recombinases nucléaires responsables des mécanismes de 
remaniement V(D)J, et  s’expriment dès le stade PLC. Leur expression disparaît après la 
génération de la chaine µ et lors du passage du point de contrôle du pré-BCR, puis elles 
réapparaissent plus tardivement afin d’assurer la recombinaison des fragments VL-JL des 
chaines légères (Tonegawa, 1983). L’apparition des chaines légères de substitution (CLS, λ5 
et VpreB, indispensables à la construction du pré-BCR) et des corécepteurs CD79a et CD79b 
(qui forment un hétérodimère associé au pré-BCR puis au BCR) sont d’autres éléments 
susceptibles d’aider à déterminer les stades des différentes cellules (Reth, 1992).  
 
 Comme évoqué dans le paragraphe précédent, le développement B peut être subdivisé 
en différentes étapes basées sur la présence de marqueurs intra et extracellulaires, et sur le 
profil des réarrangements IgH et IgL (Igκ et Igλ). Le franchissement de certains stades est 
conditionné par  la capacité des cellules à produire des éléments fonctionnels et ne présentant 
aucun danger pour l’organisme. En particulier, la mise en place du pré-BCR et du BCR sont 
des processus critiques pour la cellule B dans la mesure où l’auto-réactivité, c'est-à-dire 
l’activation de ces récepteurs par des antigènes du soi, constituerait un danger majeur 
d’apparition de pathologies auto-immunes.  
1. Le point de contrôle pré-BCR 
 Le pré-BCR a la structure d’un anticorps membranaire, constitué de l’assemblage de 
chaines lourdes et de chaines légères de substitution. Les chaines légères de substitution sont 
λ5 et VpreB et présentent des homologies avec les chaines légères du BCR (Bauer et al., 
F. Les points de contrôle de la différenciation B 
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1988; Hollis et al., 1989; Kudo and Melchers, 1987; Sakaguchi and Melchers, 1986). Il est 
aujourd’hui bien démontré que le pré-BCR est essentiel au développement normal des cellules 
B, et que ses mutations peuvent être associées à l’apparition de cancers, d’immunodéficiences 
voire même de maladies auto-immunes (Conley and Burrows, 2010; Flemming et al., 2003; 
Pearl et al., 1978). La construction du pré-BCR est une étape de maturation du BCR, lequel 
sera un anticorps membranaire déterminant la spécificité de réponse antigénique. La diversité 
de reconnaissance antigénique est une fonction majeure inhérente aux lymphocytes B.  Ce 
pré-BCR est constitué d’une paire identique de chaines lourde et légères et présente une 
région constante et une région variable. Les régions variables sont composées de l’association 
de 3 segments dont la diversité est responsable du large éventail de reconnaissance 
antigénique. Cette hyper variabilité est déterminée au niveau de l’ADN par le processus de 
recombinaison V(D)J consistant en l’assemblage des fragments Variable (V), Diversity (D) et 
Joining (J) (Tonegawa, 1983). Cet assemblage sera assuré par l’activité des recombinases 
Rag1 et Rag2. Rag1 reconnaitra des séquences signal de recombinaison (RSS). Ces séquences 
sont des motifs de 7 ou 9 bases séparées par des séquences d’espacement de 12 ou 23 
nucléotides. (Akira et al., 1987; Tonegawa, 1983). Rag1 va se fixer sur ces sites puis recruter 
Rag2 pour former le complexe à activité recombinase qui permettra d’effectuer les cassures 
double brins nécessaires à la juxtaposition des segments VH, DH et JH (Fugmann et al., 2000) 
(le même processus a lieu lors des recombinaisons VL-JL).  Le locus IgH chez la souris 
contient plus de 100 segments V, plus de 10 segments D, et 4 segments J, ce qui conduit (en 
comptant la diversité des chaines légères qui seront produites au stade B immature) à plus de 
1012 combinaisons possibles (Johnston et al., 2006). La région constante Cµ est commune à 
toutes les combinaisons d’assemblage du locus IgH (figure 9). Les recombinases Rag1 et 
Rag2, à travers la reconnaissance de motifs bordant chaque segment, sont indispensables à 




Figure 9 : Figure de principe des recombinaisons VHDHJH. En haut, structure des séquences RSS séparant les 
différents segments. En vert est figuré un segment V, le 7 est la première séquence RSS de 7nt, 12/23 symbolise 
la séquence d’espacement, le 9 la seconde séquence RSS). Vert : segments V ; Gris : segments D ; Bleu : 
segments J. Cµ : Séquence constante. GL : configuration germinale, c'est-à-dire structure du locus IgH avant tout 
événement de recombinaison (Martensson et al., 2010). Ig µHC : gène recombiné de la chaine lourde µ des 
immunoglobulines. 
 Le locus IgH des cellules souches hématopoïétiques présente une configuration 
germinale, contrairement aux cellules pro-B qui ont accompli la recombinaison DH-JH. Les 
cellules pré-BI accomplissent la recombinaison VH-DHJH et expriment les chaines lourdes et 
les chaines légères de substitution, ces éléments s’associant pour former le pré-BCR  qui sera 
exprimé à la surface des cellules (Tsubata and Reth, 1990). Au coté du pré-BCR,  Cd79a et 
Cd79b (Igα et Igβ) sont exprimés et contribuent à l’adressage de la chaine µ à la membrane 
(DeFranco, 1993) puis à la transduction du signal du pré-BCR et du BCR par l’activation des 
motifs ITAM (motif d’activation à base tyrosine des immunorécepteurs)  (figure 10). Le pré-
BCR continue de s’exprimer au stade grande pré-BII où les cellules prolifèrent très 
rapidement. Lorsque les cellules passent au stade petite pré-BII, elles arrêtent de proliférer, les 
chaines légères de substitution ne sont plus détectables et les cellules entament le processus de 
recombinaison du locus IgL. La synthèse d’une chaine légère (κ ou λ) permet l’assemblage du 
BCR. Par analogie avec le pré-BCR, le BCR a une structure d’anticorps ancré à la membrane 






Chaine lourde µ 
Figure 10 : Représentation schématique du pré-BCR. Chaque 
chaine lourde contient 4 régions constantes (CH1-4) et une 
région variable codées par l’assemblage des segments 
VHDHJH. Chaque chaine lourde est associée aux chaines 
légères de substitution VpreB et λ5 notamment grâce à un pont 
disulfure entre µ et λ5. Chaque ensemble chaine 
lourde+chaines légères est associé  à un ensemble identique par 
des ponts disulfures entre les chaines lourdes. Igα et Igβ sont 
associées en hétérodimère et assurent la transduction du signal 





 Le point de contrôle pré-BCR se situe au passage des cellules entre le stade pré-BI et 
pré-BII. La nécessité d’un signal pour passer d’un stade à l’autre a été mise en évidence par 
des expériences d’inactivation des molécules transductrices du signal CD79 a et b (Igα etβ). 
Cette inactivation mène à l’arrêt des cellules en stade pré-BI (Pelanda et al., 2002). L’absence 
de la région transmembranaire codée par IgH conduit au même phénotype (Kitamura et al., 
1991). L’absence des chaines légères de substitution, λ5, VpreB ou les deux ensemble, 
conduit également au blocage des cellules en pré-BI (Kitamura et al., 1992; Mundt et al., 
2001; Shimizu et al., 2002). Cependant, dans ce dernier cas de figure le blocage n’est pas total 
et un nombre restreint de cellules est capable de poursuivre normalement sa spécialisation B. 
La capacité de passage des cellules du stade pré-BI à pré-BII est donc strictement dépendante 
de leur aptitude à exprimer une chaine µH capable d’induire un signal intracellulaire (Galler 
et al., 2004; Su et al., 2003b).  
 Plusieurs mécanismes sont associés aux stades de mise en place du pré-BCR ou de ses 
constituants : 
 Le mécanisme d’exclusion allélique associé au pré-BCR permet l’expression de 
seulement un des deux allèles pour coder la chaine µH.  L’existence de cellules ayant subi la 
recombinaison VHDHJH sur un allèle et DHJH sur l’autre suggère que ce mécanisme implique 
l’arrêt de la machinerie de recombinaison sur l’autre allèle suite à un signal dépendant de µH 
(Alt et al., 1984). Cependant, le pré-BCR complet ne semble pas indispensable à ce 
mécanisme dans la mesure où seule l’expression de µH suffit à induire une inhibition du 
complexe Rag1/Rag2 (Galler et al., 2004).  
 La sélection positive des chaines µH est également liée à la structure du pré-BCR. Les 
chaines µH sont en effet sélectionnées par leur capacité à se lier aux chaines légères de 
substitution, ce qui préfigure leur capacité à se lier aux futures chaines légères (Vettermann et 
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al., 2006). Cette sélection n’est cependant pas absolue, certaines chaines légères sont capables 
de se lier aux chaines lourdes pourtant incapables de se lier aux CLS. Exclure les cellules 
présentant des chaines µH incompatibles avec les CLS serait se priver d’un élargissement du 
répertoire antigénique. A contrario, la nature du domaine variable des chaines µH peut 
également être associée à des mécanismes de sélection négative (Keenan et al., 2008; 
Minegishi and Conley, 2001).  
 Lors du passage du stade pré-BI à pré-BII, le pré-BCR induit des signaux de 
prolifération. En dépit du fait que cette prolifération soit clonale, elle permettra d’accroitre le 
répertoire immunitaire du fait de la production ultérieure par chaque cellule d’une chaine 
légère originale. Le taux de pré-BCR à la surface semble être corrélé à la capacité de 
prolifération et de différenciation des cellules (Kawano et al., 2006).  Le pré-BCR est capable 
de signalisation basale et de signalisation tonique, tonicité dépendante de son aptitude à se 
regrouper dans des patchs membranaires (Fuentes-Panana et al., 2004). Chez les souris 
déficientes en CLS, cette prolifération est sévèrement amoindrie, ce qui suggère que le pré-
BCR dans son ensemble est requis pour cette étape (Martensson et al., 2007). En même temps 
qu’induire la prolifération, le pré-BCR semble pouvoir induire sa propre sous-expression en 
abaissant le niveau d’expression des CLS par l’activation d’Aïolos (Parker et al., 2005).  Ce 
mécanisme pourrait être associé à une sortie prévue du cycle cellulaire, étape nécessaire à la 
mise en place des phénomènes de recombinaison du locus IgL au stade B immature.  
 Le pré-BCR a donc un rôle essentiel dans le développement B, même s’il ne semble 
pas associé dans son intégrité aux phénomènes d’exclusion allélique. Il est requis pour les 
événements de sélections positive et négative, et apparaît indispensable au contrôle des 
mécanismes de prolifération associés au stade pré-B (figure 11).  
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Figure 11 : Signaux essentiels au développement B associés à la structure du pré-BCR. 
 
2. Le point de contrôle du BCR 
 Le point de contrôle du BCR constitue une autre étape majeure dans le développement 
de lymphocytes B fonctionnels. Très succinctement, au stade B immature, le BCR se 
constitue par association des chaines légères réarrangées aux chaines lourdes µH 
précédemment formées. Il acquière alors sa spécificité antigénique. Si ce BCR est auto-réactif, 
c'est-à-dire reconnaissant des antigènes du soi, il sera réédité par une nouvelle recombinaison 
du locus Igκ (puis Igλ si nécessaire) grâce à la réactivation des recombinases Rag. En cas 
d’échec de cette réédition à produire un BCR non auto-réactif, la cellule entrera en apoptose 
(Hartley et al., 1993) ou deviendra anergique (Goodnow et al., 1988). D’autres fonctionnalités 
du BCR sont critiques pour le passage de ce point de contrôle, comme leur capacité à fournir 
un signal d’intensité suffisante aux cellules (Tussiwand et al., 2009).  
 
 Les interactions avec le microenvironnement médullaire apparaissent essentielles au 
développement B, notamment aux stades pré-BI et pré-BII. Comme évoqué précédemment, 
G. Les interactions avec les cellules stromales 
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l’activation du pré-BCR est un processus essentiel dans l’ontogénie B. Les cellules stromales 
entretiennent des interactions étroites avec les lymphocytes B en cours de développement, 
notamment à travers des mécanismes d’adhésions dépendants des molécules VCAM et VLA4 
(Nagasawa, 2006). La signalisation du pré-BCR est à la fois constitutive et ligand induite. Des 
travaux du groupe de Claudine Schiff ont démontré l’existence d’une synapse de signalisation 
entre les cellules pré-B et les cellules stromales de la moelle osseuse. Cette synapse est 
dépendante de l’interaction directe GAL-1/λ5 et des interactions GAL-1/intégrines, éléments 
à la fois présents sur les cellules stromales et sur les cellules B (Espeli et al., 2009).  
 De plus, les cellules stromales secrètent des facteurs solubles impliqués dans le 
développement B, tels Flt3 ligand, IL-7, SCF ou encore SDF-1 (Roessler et al., 2007). Au 
cours de la différenciation, les interactions des lymphocytes B avec leur environnement 
varient. Les cellules engagées dans le programme B changent de niches au sein de la moelle 
osseuse, ce qui modifiera à la fois la nature des leurs interactions avec les cellules stromales et 
leur environnement cytokinique (Tokoyoda et al., 2004). Par exemple, la baisse d’expression 
du récepteur à l’IL-7 va entrainer l’éloignement des lymphocytes des niches stromales 
sécrétrices d’IL-7 (Nagasawa, 2006). La fin de la différenciation se fait lors de la migration 
des lymphocytes depuis la moelle osseuse vers les tissus lymphoïdes. Lors de cette migration 
et au sein des tissus lymphoïdes, ces cellules changeront encore radicalement 
d’environnement tant au niveau des cytokines rencontrées qu’au niveau des cellules stromales 
avec lesquelles elles entreront en contact.  
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III. Le gène Pax5 
 
 
 Au cours du développement embryonnaire, les gènes de la famille Pax (Paired box), 
très conservés au cours de l’évolution, sont impliqués dans l’organisation des organes et dans 
la spécialisation de sous-types cellulaires (Stoykova and Gruss, 1994). Ces gènes continuent 
de s’exprimer à l’âge adulte dans des cellules souches ou progénitrices, mais également dans 
certaines cellules matures (Fedtsova et al., 2008; Seale et al., 2000; Shin et al., 2003; Thomas 
et al., 2007; Thompson et al., 2007; Thompson et al., 2008; Thompson et al., 2004). Les 
cellules ont, en fonction de leur localisation et de leur rôle, des profils d’expression 
particuliers. Les gènes Pax, qui codent des facteurs de transcription, semblent être au centre 
de l’orchestration des profils transcriptionnels de certains types cellulaires. Il a notamment été 
évoqué que l’ensemble des gènes Pax, issus d’un ancêtre commun sur un plan phylogénétique, 
agit selon les mêmes principes fondamentaux  (Balczarek et al., 1997). Plusieurs études ont 
ainsi montré que les facteurs de transcription codés par les gènes Pax étaient au centre des 
mécanismes de réponse à des signaux environnementaux, contribuant notamment à la mise en 
place des éléments d’intégration de signaux extra-cellulaires (Bernier et al., 2001; Bouchard 
et al., 2005; Wang et al., 2007).  
1. Dans l’embryogénèse 
 Les gènes Pax sont exprimés dans l’ensemble des tissus embryonnaires. Cependant, ils 
sont particulièrement impliqués dans la mise en place du SNC et du tube neural. Dans ces 
tissus, la réponse coordonnée des cellules à des facteurs solubles locaux est un processus 
essentiel au positionnement et à la différenciation des sous-types cellulaires (Chalepakis et al., 
1993; Stoykova and Gruss, 1994). L’utilisation de mutants pour évaluer l’implication 
développementale des différents gènes Pax a servi d’approche pour mettre en évidence leurs 
rôles régulateurs dans l’acquisition par les cellules des éléments de réponse aux facteurs 
locaux. Ces facteurs permettent de piloter le positionnement cellulaire lors de l’ébauche des 
organes, et induisent la différenciation des cellules dans les tissus appropriés. Par exemple, les 
embryons murins Pax5-/- présentent des défauts sévères de formation des régions du 
mésencéphale et du rhombencéphale (Urbanek et al., 1997; Urbanek et al., 1994). Les souris 
Pax3-/-  présentent quant à elles des défauts de formation des crêtes neurales et du tube neural 
A. Les gènes de la famille Pax
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(Wildhardt et al., 1996). La dynamique spatio-temporelle d’expression des gènes Pax semble 
jouer un rôle en deux phases dans le développement du SNC : d’abord ils permettent le 
positionnement des cellules, puis ils permettent leur différenciation dans le type cellulaire 
adéquat (Kawakami et al., 1997; Stoykova and Gruss, 1994). 
2. Structure des protéines Paired Box 
 L’appartenance à la famille Pax est définie par la présence d’un domaine de liaison à 
l’ADN de 128 AA formant six hélices alpha (Paired Box Domain, PBD), souvent associé à un 
homéodomaine (HD) complet ou partiel (Balczarek et al., 1997). Il existe à ce jour 9 gènes 
Pax décrits chez les vertébrés supérieurs. Ces gènes sont regroupés en quatre classes en 
fonction des caractéristiques structurales de leurs produits protéiques (figure 12).  
La structure particulière du domaine de liaison à l’ADN rend difficile la caractérisation de 
sites de liaison consensus pour ces facteurs, le positionnement de chaque hélice influençant 
l’affinité de la suivante pour l’ADN (Czerny et al., 1993).  
figure 12 : Classification des membres de la famille des Paired box genes en fonction de leurs structures 
protéique (d’après (Lang et al., 2007)). 
 
3. Fonctions spécifiques des membres de la famille Pax 
Classe I : Pax1 est indispensable au développement de la colonne vertébrale. Pax9 est 
exprimé dans les kératinocytes de l’œsophage et assure la formation et la maintenance de 
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l’épithélium stratifié squameux interne (Peters et al., 1997). Une augmentation de l’agressivité 
des dysplasies a été associée à une perte progressive de Pax9 (Gerber et al., 2002).  
Classe II : Pax2 régule de la sécrétion de glucagon par les ilots pancréatiques (Ritz-Laser 
et al., 2000). Il est également impliqué dans la protection contre l’apoptose induite par un 
stress osmotique dû à une forte concentration de NaCl dans le canal collecteur du rein (Cai et 
al., 2005). Son absence perturbe fortement la formation du mésencéphale (Stoykova and 
Gruss, 1994). Il est aussi associé aux fonctions de maturation du sperme par son rôle dans le 
fonctionnement de l’épithélium de l’épididyme (Oefelein et al., 1996). Pax5 est associé à la 
formation du mésencéphale (Stoykova and Gruss, 1994) et joue un rôle dans la 
spermatogenèse (Adams et al., 1992). Il est le seul représentant de la famille Pax retrouvé 
dans l’hématopoïèse. Ses fonctions dans ce tissu seront développées plus loin dans ce 
manuscrit. Pax8 est exprimé dans les cellules folliculaires productrices de thyroxine et dans la 
thyroïde où il régule des ensembles de gènes directement impliqués dans la maturation de 
différents types cellulaires (Damante et al., 2001).  
Classe III : Pax3 et Pax7 sont probablement issus d’un ancêtre commun et leurs fonctions 
sont redondantes (Zhou et al., 2008). A l’instar de Pax5 dans la lymphopoïèse B, ils régulent 
l’entrée des cellules dans la différenciation des cellules musculaires dès les stades les plus 
précoces (Seale et al., 2001). Ils sont également fortement impliqués dans la formation du 
CNS (Shin et al., 2003; Stoykova and Gruss, 1994; Thompson et al., 2007; Thompson et al., 
2008; Thompson et al., 2004) 
Classe IV : Pax4 et Pax6 quant à eux interviennent dans le développement des cellules 
pancréatiques. Pax4 est essentiel pour le contrôle de l’homéostasie des cellules bêta 
pancréatiques productrices d’insuline (Brun et al., 2004). Pax6 semble associé à la modulation 
du fonctionnement et de l’architecture des ilots pancréatiques (Hamasaki et al., 2007).  
 
4. Organisation du gène PAX5 
Chez l’homme, le gène PAX5 est localisé sur le bras court du chromosome 9 (9p13.2). Il 
recouvre une région génomique de près de 200 Mb (Stapleton et al., 1993) et se compose de 
11 exons dont le premier est utilisé de manière alternative. Au cours de l’hématopoïèse, il 
s’exprime du stade pro-B au stade B mature et son expression s’éteint pour permettre la 
différenciation plasmocytaire (Nera et al., 2006) (figure 6). Il code la protéine BSAP (B-cell-
specific activator protein, correspondant à la forme PAX5A; cette protéine sera appelée PAX5 
dans la suite de ce manuscrit). Les deux allèles de Pax5 s’expriment à des niveaux équivalents 
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CPBD                         OP HD TAD       ID
NLS
N
E1         E2            E3        E4      E5          E6      E7        E8     E9    E10
A ou B
(Fuxa and Busslinger, 2007b). Il est régulé par deux promoteurs : le premier est en amont du 
5’UTR et contient la TATA-box, il commande la transcription de l’exon 1A ; le second est en 
aval de l’exon 1A et ne contient pas de TATA-box, il permet la transcription de l’exon 1B 
(Busslinger et al., 1996). Chaque promoteur induit la transcription d’une région 5’UTR 
différente et du premier exon contigu 1A ou 1B. Chacune de ces séquences  s’associe à une 
région codante commune (exons 2 à 10), donnant naissance à deux principales isoformes 
Pax5A et Pax5B (figure 13). L’expression de Pax5 est également régulée par deux enhancer. 
L’un est en amont du gène et semble réguler son expression en particulier au cours du 
développement embryonnaire. Le second enhancer est situé dans l’intron 5-6 et régule 
l’expression de Pax5 au cours du développement B (Decker et al., 2009).  Différentes 
isoformes de PAX5 sont également exprimées suite à des épissages alternatifs (Santoro et al., 
2009; Zwollo et al., 1997). Le profil d’expression de ces isoforme semble finement régulé au 
cours de la différenciation B et est probablement associé caractère multifonctionnel de PAX5, 
voire à des implications pathologiques (Arseneau et al., 2009).  
 
Figure 13 : Représentation de la transcription alternative des isoformes Pax5A et Pax5B. Rectangles blancs : 
régions promotrices ; Rectangles noirs : exons. 
 




Figure 14 : Correspondance des séquences codantes  avec les domaines de Pax5. (exons 1 à 10 notés E1-E10) 
 
 De la région N à C terminale, Pax5 contient : 
Un domaine PBD : Ce domaine assure la liaison à l’ADN et est très conservé au sein de la 
famille Paired Box. Il est structuré en six hélices alpha, conduisant à la formation de deux 
domaines, chacun étant capable de se lier à l’ADN et d’influencer l’affinité de liaison de 
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l’autre à son site d’interaction (Czerny et al., 1993). Le recrutement des protéines de la famille 
Ets se fait au niveau de ce site de liaison à l’ADN (Fitzsimmons et al., 1996). Cette interaction 
altère la séquence de reconnaissance du domaine à l’ADN des facteurs Ets (Garvie et al., 
2001). 
Un domaine Octapeptide (OP) : Ce domaine permet le recrutement d’une protéine co-
répressive de la transcription, Groucho 4 (Grg4) (Koop et al., 1996). La fixation de Grg4 sur 
l’OP fait baisser l’activité transcriptionnelle de Pax5 (Fisher and Caudy, 1998) ; 
Un signal de localisation nucléaire (NLS) : Ce domaine permet à Pax5 d’être transporté 
dans le noyau après sa synthèse protéique.  
Un homéodomaine (HD) : Cet homéodomaine partiel est capable de se lier aux protéines de 
la TATA-box et régule la machinerie transcriptionnelle. Dirk Eberhard et Meinrad Busslinger 
ont montré  que les TATA Binding Proteines (TBP) et le gène du rétinoblastome (Rb, 
suppresseur de tumeur, inhibiteur du cycle cellulaire) interagissaient directement avec Pax5. 
Bien que ce domaine soit nécessaire, il n’est pas suffisant pour assurer l’interaction avec ces 
deux protéines. Elles se lient également à d’autres régions de Pax5, condition nécessaire à la 
production d’un effet physiologiquement observable (Eberhard and Busslinger, 1999). 
Un domaine de transactivation et un domaine inhibiteur (TAD et ID) : Ces domaines ont 
été identifiés par des analyses structurales. Le domaine de transactivation de 55 acides aminés 
contient dans des séquences PST (proline, sérine et thréonine) riches en C-terminal. Ce 
domaine exerce une fonction activatrice de transcription sur les cibles de Pax5 et il est soumis 
à une forte régulation négative par ses séquences adjacentes situées à l’extrémité C-terminal 
(Dorfler and Busslinger, 1996). La transcription des gènes est régulée par l’interaction du 
domaine de transactivation avec des histones acétylases (HAT), telles que CBP (CREB 
binding protein) (Emelyanov et al., 2002) ou le complexe SAGA (HAT). Son activité est 
ciblée au niveau de certains promoteurs par des interactions avec des activateurs 
transcriptionnels (Barlev et al., 2003). 
6. Les isoformes de PAX5 
 Des études, basées sur des transcriptions inverses suivies de PCR de haute-résolution 
et sur des analyses de fractions de polysomes ont montré l’expression et probablement 
l’existence protéique d’une large variété d’isoformes (Arseneau et al., 2009) (figure 14). Une 
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autre étude a montré que Pax5 était produit sous différentes formes, exprimées à des stades 
précis de la différenciation B. Ce travail montre également que la régulation des stades 
d’expression de ces isoformes est un processus physiologique inhérent aux mécanismes 
d’extinction de la fonction de PAX5 au stade B mature (Zwollo et al., 1997) (figure 14).   



















Figure 14 : Les isoformes de Pax5. Le code couleur des différents domaines est le même que celui utilisé pour la 
figure 13. Les lignes pleines horizontales représentent les exons épissés. Les rectangles noirs correspondent à 
une région codante hors du cadre de lecture, donc de composition en acides aminés différente de la séquence de 
Pax5 normal. La forme Pax5+6 tout en bas contient l’insertion d’un exon entre les exons 6 et 7 (les lignes 
verticales des limites des exons 7, 8, 9 et 10 ne correspondent pas pour cette isoforme). 
 
 En effet, l’expression de la forme tronquée Pax5d en fin de différenciation B est 
évoquée  dans ces recherches. Cette forme agissant comme un inhibiteur de l’activité 
transcriptionnelle de Pax5, elle pourrait être associée au nécessaire arrêt de l’activité de Pax5 
en fin de différenciation, ce qui est une étape nécessaire à la transition lympho-plasmocytaire. 
Pax5b et Pax5e pourraient quant à eux être impliqués dans les mécanismes de prolifération 
cellulaire au cours de la différenciation (Lowen et al., 2001). L’isoforme pleine taille de Pax5 
est l’espèce la plus présente dans les cellules (Robichaud et al., 2004). 
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7. Fonctions de Pax5 au cours de la lymphopoïèse B 
a) Engagement dans la lymphopoïèse B 
 Comme nous l’avons évoqué précédemment, Pax5 agit de manière coordonnée avec 
E2A et Ebf1 pour développer le phénotype B à partir de PLC. L’absence d’un seul de ces 
facteurs de transcription induit une inhibition complète du développement B (Busslinger, 
2004). Chez la souris adulte, les cellules Pax5-/- sont bloquées au stade pro-B malgré 
l’expression de Tcfe2a (gène codant E2A), d’Ebf1 et de certains gènes spécifiques du 
développement B (Nutt et al., 1998; Nutt et al., 1997). Cette observation montre que la 
transcription de certains gènes indispensables à la progression B est sous la seule dépendance 
de Pax5. Ces cellules pro-B Pax5-/- conservent la capacité de proliférer sur une couche de 
cellules stromales en culture en présence d’IL-7. La substitution de l’IL-7 par d’autres 
cytokines induit une différenciation de ces cellules vers l’ensemble des lignées issues des 
PMAL (figure 7). Pax5 est donc également indispensable au verrouillage de l’identité  B 
(Nutt, 1999). Ces propriétés sont en partie transposables in vivo (Rolink et al., 1999; Schaniel 
et al., 2002a). La réintroduction de Pax5 dans les cellules Pax5-/- est à ce jour la seule 
possibilité connue pour restaurer le potentiel de différenciation en lymphocytes B matures des 
cellules pro-B Pax5-/- (Nutt et al., 1998).  
 L’expression ectopique constitutive de Pax5 dans des CSH n’altère pas la 
différenciation myéloïde, ce qui souligne qu’il n’est pas un régulateur de l’ensemble de 
l’hématopoïèse (Anderson et al., 2007; Cotta et al., 2003; Souabni et al., 2002). Cependant il 
va être capable d’induire un biais de différenciation des lymphocytes vers la lignée B au 
détriment de la lignée T. Ceci conforte l’hypothèse d’une action déterminante de Pax5 
restreinte à la lignée B. Ce rôle serait dépendant de l’activation d’autres facteurs de 
transcription qui s’expriment en amont et qui prédisposent les cellules progénitrices à 
s’orienter vers la différenciation lymphoïde.  
 La vision hiérarchique de l’activation strictement séquentielle des facteurs de 
transcription PU.1, Ikaros, E2A, Ebf1 et Pax5 pilotant l’engagement des cellules vers la 
différenciation B se heurte à plusieurs résultats expérimentaux. Plusieurs de ces facteurs sont 
co-exprimés à certains stades et sont capables de se réguler les uns les autres. Par exemple, les 
souris Tcfe2a+/-  et Ebf1+/-  expriment des taux plus faibles de Pax5 dans les lymphocytes pro-
B que les souris sauvages (O'Riordan and Grosschedl, 1999). De plus, l’expression ectopique 
d’Ebf1 induit l’expression de Pax5 dans des cellules Tcfe2a-/- et restaure le potentiel 
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d’engagement et de différenciation B de ces cellules (Seet et al., 2004). Ce résultat, bien que 
démontrant l’importance de la chronologie d’expression des masters gènes évoqués ici, 
souligne un enchevêtrement des rôles de ces facteurs. Sur un plan moléculaire, la transcription 
de Pax5 est reliée à la fixation des facteurs STAT5 (dont la translocation nucléaire est induite 
par un signal IL-7) et Ebf1 sur le promoteur 1A (Hirokawa et al., 2003; O'Riordan and 
Grosschedl, 1999). PU.1, NFκB, IRF-4 et IRF-8 seraient également capables de réguler Pax5 
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Figure 15 : Facteurs de transcription régulant l’expression de Pax5. E2A, Ebf1 et STAT5 sont capables 
d’induire son expression en se fixant sur le promoteur 1A (prom 1A). PU.1, IRF4, IRF8 et NFκB peuvent 
moduler son niveau d’expression en se fixant sur son enhancer interne. 
 
Comme évoqué précédemment, Pax5 est lui-même capable d’induire l’expression 
d’Ebf1 et inversement (Roessler et al., 2007). Il est également probable que Tcfe2a soit régulé 
par Pax5 (Pridans et al., 2008). Ces données laissent penser que non seulement la nature des 
facteurs de transcription exprimés, mais également leurs impacts relatifs sur les niveaux 
d’expression des uns et des autres, sont des éléments essentiels au développement B. L’entrée 
des cellules dans la lignée B et le maintien de cette identité sont des mécanismes qui sous-
tendent l’activation d’un réseau de facteurs de transcription et des interactions fines entre eux.  
b) Promotion de la transcription des gènes B 
spécifiques 
 Pax5 va être capable d’activer la transcription de gènes indispensables au 
développement B. Parmi eux, il induit l’expression de gènes nécessaires au pré-BCR tels 
Cd19, Cd79a, Blnk, VpreB ou λ5 (Cobaleda et al., 2007b; Delogu et al., 2006; Pridans et al., 
2008). La signalisation du pré-BCR étant un élément essentiel du développement B, le défaut 
d’expression de ces gènes pourrait être un des mécanismes responsable de l’incapacité des 
lymphocytes pro-B Pax5-/- de poursuivre la différenciation B. Cependant, la réintroduction 
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d’un locus IgH fonctionnel et de Cd79a et Cd79b dans des cellules Pax5-/- ne suffit pas à 
débloquer le phénotype pro-B (Thevenin et al., 1998). Ceci suggère que d’autres mécanismes 
contribuent à ce phénotype. 
En effet, divers gènes permettant la différenciation B sont dépendants de l’activité de 
Pax5. Il en est ainsi de SpiB, Aïolos, Lef1, IRF4 et IRF8 (Nutt et al., 1998; Pridans et al., 
2008; Schebesta et al., 2007).  
Des gènes tels que Cd24a (HSA) et Sdc4 sont également activés par Pax5 (Pridans et al., 
2008). Ces gènes ont la particularité d’être associés à des mécanismes d’adhésion aux cellules 
stromales (Nielsen et al., 1997; Yamashita et al., 1999) (figure 16). Les interactions avec 
l’environnement stromal changent en cours de la différenciation B, les cellules pro-B étant 
liées à des niches stromales sécrétrices d’IL-7 alors que les cellules progénitrices non 
engagées en B sont dans un environnement stromal  ne secrétant pas d’IL-7 (Tokoyoda et al., 
2004). Un défaut de migration ou de fixation au sein du microenvironnement stromal de 
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Figure 16 : Réseau de gènes régulés par Pax5. Les gènes activés sont en blanc sur fond noir et les grandes 
fonctions dans lesquelles ils sont impliqués sont notées en regard de chaque groupe. Les gènes écrits en blanc sur 
fond noir sont décrits comme réprimés par Pax5. De la même façon, leurs implications sont notées en regard. 
 
 En outre, l’expression de certains facteurs de co-régulation, comme Cbfβ, ou de 
remodelage de la chromatine, comme Brg1, est activée par Pax5. Cbfβ interagit avec Runx1 
qui est un facteur essentiel de la lymphopoïèse B (Ichikawa et al., 2004). Il est intéressant de 
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noter l’abondance de gènes nucléaires régulés par Pax5 et sa capacité de moduler l’expression 
d’acteurs importants de l’hématopoïèse.  
c) Répression de la transcription des gènes non-B 
 Le blocage de l’expression de gènes inappropriés dans le développement B est un 
autre rôle de Pax5 (figure 16). Ainsi, il est capable de réprimer la transcription de Csf1r 
(récepteur du M-CSF, facteur spécifique de la différenciation des macrophages), de Flt3 
(récepteur des cellules souches) et de Notch1 (récepteur de DL1, facteur de différenciation T) 
(Nutt et al., 1999; Souabni et al., 2002). D’autres gènes largement exprimés dans les lignées 
myéloïdes sont réprimés par Pax5 : Tmsb10, Cd47, Lat2. La nécessité d’une régulation 
précise de la localisation des lymphocytes B en développement au sein de 
microenvironnements adéquats dans la moelle osseuse est soulignée par la capacité de Pax5 à 
inhiber deux gènes impliqués dans la migration des neutrophiles : Lcp1, Lsp1 (Pridans et al., 
2008). Il réprime d’autres gènes impliqués dans la migration et l’adhésion cellulaire, 
notamment des récepteurs aux cytokines et des intégrines ou protéines associées (Delogu et 
al., 2006). Son rôle d’inactivation de propriétés métaboliques inappropriées est illustré par son 
action inhibitrice de la transcription du gène de la glutathione peroxidase 1 (GPx1). Cet 
enzyme est impliqué dans les fonctions de dégradation de l’hydrogène peroxydé et est 
abondante dans les ostéoclastes et les macrophages (Lean et al., 2005). Pax5 permet aussi 
d’éviter la production trop précoce de plasmocytes en bloquant la transcription de Blimp1, 
facteur essentiel de la différenciation plasmocytaire. Suite à l’activation d’un lymphocyte B 
mature, Blimp1 inhibera à son tour Pax5 et la cellule réexprimera des gènes qu’il inhibait 
jusque là ((Lin et al., 2002). Il est ainsi possible d’observer l’expression de Flt3, Mef2c, IgJ et 
Emb au cours de la différenciation terminale B (Delogu et al., 2006; Kallies et al., 2007). 
d) Implication de Pax5 dans les réarrangements V(D)J 
 Une implication de Pax5 dans ces mécanismes a été suspecté suite à l’étude du statut 
des réarrangements VHDHJH dans les lymphocytes pro-B Pax5-/- (Bassing et al., 2002). Les 
auteurs se sont aperçus que la recombinaison DH-JH n’était pas altérée alors que la 
recombinaison VH-DHJH, qui survient ultérieurement (figure 7), était fortement biaisée. La 
recombinaison des segments VH distaux (appartenant à la famille VHJ558) avec les segments 
DHJH déjà recombinés est apparue plus de 100 fois plus rare dans les lymphocytes pro-B 
Pax5-/- que dans les lymphocytes pro-B sauvages (Johnston et al., 2006; Nutt et al., 1997). En 
temps normal, les recombinaisons des segments VH distaux et VH proximaux avec les régions 
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proximales DHJHCH sont à peu près équiprobables. Cette propriété est associée à un 
repliement tridimensionnel de la chromatine au niveau du locus IgH, plaçant les segments VH 
distaux et les segments VH proximaux à des distances spatiales équivalentes des segments 
DHJHCH. Ce repliement compense les déséquilibres de probabilité de recombinaison inhérents 
à la distance génomique entre les segments VH distaux et proximaux. Paradoxalement, les 
lymphocytes Pax5-/- présentent également un taux de recombinaison inférieur des segments 
VH7183 proximaux par rapport aux lymphocytes sauvages (Hesslein et al., 2003). Ceci 
suggère que Pax5 n’est pas seulement impliqué dans la structuration de la chromatine. Dans 
les cellules pro-B Pax5-/-, le locus des IgH est en conformation étendue, séparant 
physiquement les loci VH distaux des segments DHJHCH (Fuxa et al., 2004). Dans les cellules 
sauvages, Pax5 induit une contraction du locus IgH par la formation de boucles de chromatine, 
ce qui place les segments VH distaux à une distance physique des segments DHJHCH 
comparable à celle des segments VH proximaux (figure 17). Le même type d’anomalie 
structurale a été relevée suite à un dysfonctionnement de l’histone méthyltransferase Ezh2 (Su 
et al., 2003a). Il est possible que Pax5 soit responsable du recrutement local du complexe 
PRC2, formé notamment d’Ezh2.  
 
Figure 17 : Contraction du locus des IgH dépendante de Pax5. En l’absence de Pax5, le locus est en  
conformation étalée et les recombinaisons (R°) VH proximaux- DHJHCH  sont privilégiées. En présence de Pax5, 
le locus est en conformation contractée et les recombinaisons des segments VH proximaux et distaux avec 
DHJHCH ont des probabilités comparables (d’après (Cobaleda et al., 2007b)).  
 Pax5 pourrait également agir en modifiant les niveaux de méthylation des histones du 
locus IgH. Par exemple, la diméthylation de l’histone H3 (H3K9m2) est une modification 
empêchant l’accessibilité de la chromatine, propriété nécessaire au déroulement de la 
recombinaison V(D)J (Morshead et al., 2003). Il a été montré  que Pax5 était nécessaire pour 
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supprimer cette modification post-traductionnelle (Johnson et al., 2004). Enfin, Pax5 se lie sur 
des séquences spécifiques au niveau des segments VH et recrute le complexe Rag1-Rag2. 
Ainsi, l’efficacité de la recombinaison VH-DHJH est améliorée. Ceci pourrait expliquer 
pourquoi la probabilité de recombinaison des segments proximaux VH7183-DHJH diminue lors 
de son absence alors que celle de recombinaison avec des segments proximaux VH81X n’est 
pas modifiée (Zhang et al., 2006).  
 Au sein du lymphocyte B mature, Pax5 joue également un rôle dans les mécanismes 
de commutation de classe isotypique des immunoglobulines (CSR) et d’hyper-mutation 
somatique (SHM), respectivement associés à la nature de la stimulation antigénique et à la 
production d’anticorps de haute affinité pour l’antigène. L’expression forcée de Blimp1, 
inhibiteur plasmocytaire de Pax5, bloque les mécanismes de commutation de classe 
isotypique en fin de différenciation B, et stimule la différenciation plasmocytaire (Knodel et 
al., 2001). Les mécanismes de SHM et de CSR sont associés à l’expression de la cytydine 
désaminase induite par activation immunitaire (AID) (Muramatsu et al., 2000). Pax5 est 
capable de se fixer au promoteur d’AID et son activité suffit à induire son expression (Gonda 
et al., 2003). Dans les lymphocytes B matures, Pax5 est associé à E2A et à leurs inhibiteurs 
respectifs, Blimp1 et Id2, pour réguler finement l’expression d’AID.  De plus, Pax5 est 
capable de se fixer au promoteur germinal ε et sa surexpression induit un blocage de la 
commutation isotypique en IgA ainsi qu’une augmentation de celle en IgE (Qiu and Stavnezer, 
1998). Pax5 est donc impliqué dans l’ensemble des mécanismes nécessaires à l’acquisition 
d’un répertoire de reconnaissance antigénique varié et à la mise en place d’une réponse 
immunitaire spécifique des cellules B. 
e) Différenciation plasmocytaire 
 En fin de différenciation B s’effectue une transition entre le phénotype B mature et le 
phénotype plasmocytaire. La cellule B mature activée par l’antigène accomplit le CSR et les 
SHM, puis se différencie en plasmocyte. Cette cellule assurera la sécrétion des 
immunoglobulines identiques au BCR réactif assemblé au cours de la différenciation. Les 
profils transcriptomiques sont radicalement différents entre les cellules B matures et les 
plasmocytes (Delogu et al., 2006; Nera et al., 2006). L’expression de Pax5, encore nécessaire 
au stade B mature (comme évoqué dans le paragraphe précédent) s’éteint et lève l’inhibition 
de Blimp1 qui contribuera à son tour à inhiber l’activité résiduelle de Pax5 (Lin et al., 2002; 
Shaffer et al., 2002). Blimp1 conduira alors le programme transcriptionnel nécessaire à 
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l’acquisition des fonctions spécifiques des plasmocytes (Shaffer et al., 2002). Le passage au 
stade plasmocytaire est accompagné d’une réexpression de gènes jusque là inhibés par Pax5 
(Flt3, Mef2c, IgJ et Emb notamment) (Delogu et al., 2006; Kallies et al., 2007). Dans les 
cellules B matures du centre germinatif, Bcl-6 renforce le rôle de Pax5 en inhibant également 
l’expression de Blimp1 (Shaffer et al., 2000).  
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IV. Les leucémies aigues lymphoblastiques de type B 
 Les hémopathies malignes sont classées en fonction du stade des cellules cancéreuses, 
de la localisation du foyer de prolifération et de leurs cinétiques de dévéloppement. Les 
hémopathies malignes chroniques évoluant sur plusieurs années sont distinguées des 
hémopathies malignes aiguës évoluant en quelques jours ou semaines. Les différentes 
pathologies chroniques sont les leucémies lymphoïdes chroniques (LLC), les leucémies 
myéloïdes chroniques (LMC) et les lymphomes de bas grade. Les pathologies aiguës incluent 
les leucémies aiguës myéloblastiques (LAM), les leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL) 
et les lymphomes agressifs. Les leucémies ont un foyer principal de prolifération dans la 
moelle osseuse et les cellules cancéreuses se déversent dans la circulation. Les myélomes ont 
également un foyer médullaire mais la contamination du compartiment sanguin est limitée. 
Les lymphomes prolifèrent au sein des ganglions lymphatiques ou des formations lymphoïdes. 
Un envahissement sanguin comparable en quantité à celui retrouvé dans les leucémies peut 
apparaître dans le tableau clinique de certaines de ces pathologies. 
 
1. Les leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL) 
 Les leucémies aiguës sont des pathologies caractérisées par une prolifération massive 
de cellules hématopoïétiques bloquées dans leur différenciation. Ces cellules, appelées blastes, 
vont proliférer de manière clonale ou oligo-clonale au sein de la moelle osseuse et envahir le 
compartiment sanguin. Il existe des leucémies aiguës myéloblastiques (LAM), initialement 
classées de LAM0 à LAM7 (classification FAB ;(Bennett et al., 1976)) en fonction du type 
cellulaire touché et du stade de blocage de différenciation des blastes. Depuis 2008, la 
classification de l’OMS définit les LAM par des critères essentiellement basés sur l’étiologie 
de la pathologie. L’OMS distingue ainsi des LAM présentant des anomalies moléculaires 
identifiées (de type translocations/inversions ou de type mutations), des LAM suite à 
l’acutisation d’une phase myélodysplasique, des LAM thérapies-induites, des sarcomes 
myéloïdes, des proliférations myéloïdes liées au syndrome de Down, des leucémies à cellules 
dendritiques blastiques plasmocytoïdes ou enfin des LAM d’autres types. Les leucémies 
aiguës lymphoblastiques (LAL) sont classées en fonction de la lignée touchée en LAL-B ou 
en LAL-T. Le stade d’avancement dans la différenciation fait également partie des critères de 
classification. Les LAL sont les cancers les plus fréquents de l’enfant. Elles touchent 31/106 
A. Généralités 
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enfants âgés de moins de 15 ans  et 10/106 adultes par an aux Etats-Unis (Spector and Ross, 
2006). L’incidence des LAL est particulièrement élevée entre 2 et 5 ans et aux alentours de 50 
ans. Les LAL représentent à ce jour 25% des cancers pédiatriques. Dans 88% des cas il s’agit 
de LAL-B (Jemal et al., 2006). L’occurrence des LAL diffère en fonction de critères 
ethniques, du niveau de développement et de facteurs environnementaux. Parmi les facteurs 
de risque au cours de la grossesse, l’exposition de la mère à certains solvants, la proximité des 
habitations avec les lignes électriques à haute tension et l’exposition aux pesticides sont les 
seuls clairement établis (Deschler and Lubbert, 2006). L’hypothèse qu’une stimulation du 
système immunitaire soit nécessaire à l’émergence d’une LAL-B n’est pas démontrée à ce 
jour.  
 Les LAL-B sont des pathologies hétérogènes. Il existe au sein de cette hémopathie 
maligne différentes entités caractérisées par des éléments morphologiques, cytogénétiques et 
moléculaires distincts. Certains de ces éléments caractéristiques peuvent être des indicateurs 
fiables au niveau diagnostique, pronostique et prédictif.  
1. Les anomalies cytogénétiques 
Les anomalies cytogénétiques peuvent 
être structurales comme les translocations 
chromosomiques équilibrées ou déséquilibrées 
(sans et avec perte de matériel chromosomique 
respectivement) (figure 18).  
 
Figure 18 : Représentation schématique des différentes 
classes d’anomalies chromosomiques. Dans la colonne 
de gauche sont notées les abréviations utilisées en 
cytogénétiques pour décrire les caryotypes. La première 
colonne de chromosomes représente les chromosomes en 
conformation normale. Les rectangles désignent les 
régions touchées par les anomalies. Les flèches reliant 
deux régions symbolisent un déplacement de matériel. 
Les flèches vers l’extérieur désignent les délétions. Le 
symbole x2 symbolise une amplification de matériel 





B. Bases moléculaires et génétiques des LAL-B 
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 Une translocation chromosomique est un mécanisme menant à la juxtaposition de 
deux fragments chromosomiques normalement séparés (translocation inter chromosomique 
quand les deux fragments joints appartiennent à deux chromosomes distincts, intra 
chromosomique lorsqu’ils sont issus du même chromosome). Ces anomalies peuvent 
également être des créations de chromosomes à deux centromères (dicentriques), des 
inversions (retournement d’une séquence), des amplifications ou des délétions de tout ou 
partie d’un ou plusieurs chromosomes (monosomie et trisomie par exemple). Dans les LAL-B, 
la description des anomalies caryotypiques permet de détecter fréquemment des anomalies 
récurrentes, en particulier dans le cas des translocations chromosomiques. Ces anomalies 
révèlent le réarrangement de gènes situés au niveau des points de cassures de chacun des deux 
chromosomes partenaires (abréviations cytogénétiques en Annexe#7).  
2. Mécanismes associés aux translocations 
chromosomiques 
 Les translocations chromosomiques sont les anomalies structurales les plus 
fréquemment retrouvées dans les hémopathies malignes, en particulier dans les cancers 
touchant la lignée B (Kuppers, 2005). Il existe plusieurs mécanismes oncogéniques associés 
aux translocations chromosomiques : modification de l’environnement de régulation d’un 
proto-oncogène (cas des translocations aux loci des IgH, souvent retrouvées dans les 
lymphomes ; (Jankovic et al., 2007)), création d’un gène de fusion par réunion des parties de 
deux gènes (Shtivelman et al., 1985), ou, plus marginalement décrits, dérégulation d’ARN 
non codants (Bousquet et al., 2008; Calin et al., 2004). 
a) Défauts de machineries de réparation 
 La détermination des mécanismes impliqués dans l’occurrence de tels remaniements a 
fait l’objet de nombreuses investigations. L’hypothèse la plus consensuelle aujourd’hui 
attribue la création de translocations chromosomiques à des anomalies des systèmes de 
réparation des cassures double brin de l’ADN. D’un point de vue physiologique, les cassures 
doubles brins se produisent d’après au moins 3 mécanismes au cours du développement 
lymphoïde B : recombinaisons V(D)J, CSR et SHM.  Les enzymes Rag1/Rag2 et AID, 
associés à ces étapes de développement B, peuvent avoir une activité anormale susceptible de 
provoquer ces événements en dehors de leurs sites d’activité habituels (Robbiani et al., 2009; 
Tsai et al., 2008). Les systèmes de réparation de l’ADN tels que la liaison des extrémités non-
homologues (NHEJ) et la recombinaison homologue (HR) ont également fait l’objet de 
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recherches visant à caractériser leur responsabilité dans la survenue de translocations 
chromosomiques.  
 Au début de la différenciation B, il a été montré que le complexe Rag1/Rag2 était 
capable d’induire des cassures double brins dans le cadre des recombinaisons V(D)J en 
reconnaissant des séquences signal de recombinaison (RSS). Par l’étude de la translocation 
IgH-myc, différentes équipes ont clairement établi que la formation des translocations 
impliquant le locus IgH requièrent l’activité de Rag1/Rag2 (Difilippantonio et al., 2002; Zhu 
et al., 2002). Ce complexe est aussi capable de produire des cassures double brins 
accidentelles en dehors des RSS et au sein même d’oncogènes (Raghavan et al., 2004; Tsai et 
al., 2008).  
 D’autres cassures doubles brins surviennent au stade B mature suite à l’activité de 
CSR et de SHM dépendante d’AID (Robbiani et al., 2009). Dans ce travail, l’équipe de 
Thomas Eisenreich a notamment montré qu’une surexpression d’AID amène à l’apparition de 
plusieurs cassures double brins, touchant presque tous les chromosomes. Il apparaît 
intéressant de noter qu’AID peut également induire des mutations hors des gènes codant les 
immunoglobulines. Des mutations induites par AID ont en effet été détectée à une fréquence 
notable dans des oncogènes tels que c-myc, Pim1, Pax5, RHOH, Bcl6, Cd79a, Cd79b, et Fas 
(Muschen et al., 2000; Pasqualucci et al., 1998; Pasqualucci et al., 2001; Shen et al., 1998). 
Ces mutations sont corrigées grâce à les mécanismes de réparation par excision de base et de 
réparation des mésappariements (Liu et al., 2008). Ce sont ces mécanismes qui nécessitent la 
création de cassures double brins. Bien que Rag1/Rag2 et AID ne soient pas exprimés en 
même temps au cours du développement, la possibilité de fusion des cassures double brins 
générées par leur activité a été envisagée. Pour que cela soit possible, les cellules porteuses de 
cassures doubles brins associées à l’activité de Rag1/Rag2 doivent être capables de se 
différencier en lymphocytes B matures. Ceci suppose que le point de contrôle ATM soit 
déficient. ATM est une protéine kinase qui va être stimulée lors de ce type d’altération de 
l’ADN. Son activation mènera à la mise en œuvre des mécanismes de réparation de ces 
cassures (NHEJ ou HR ; (Shiloh, 2003)). Si ATM est déficient, les cassures double brins vont 
persister tout au long de la différenciation. Elles pourraient alors s’associer avec celles créées 
suite à l’activité d’AID, générant ainsi des translocations chromosomiques (Callen et al., 
2007).  
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 L’autre mécanisme décrit permettant la fusion de points de cassure Rag1/Rag2 et AID 
dépendants est la perte de XRCC4 combinée à un défaut de p53 (Wang et al., 2008; Wang et 
al., 2009). Enfin, il a aussi été avancé que la faible expression d’AID en début de 
développement B pourrait suffire à induire des mutations ponctuelles dans certains gènes 
autres que dans ceux des immunoglobulines, créant ainsi des motifs RSS en dehors des sites 
dédiés, ce qui conduirait à une activité anormale de Rag1/Rag2 (Tsai et al., 2008).  
 Les mécanismes de NHEJ semblent jouer un rôle important dans la génération de 
translocations chromosomiques (Weinstock and Jasin, 2006). Il existe en fait au moins deux 
types de systèmes de réparation des cassures double brins de type NHEJ : un classique et un 
alternatif (C-NHEJ et A-NHEJ respectivement). Ils assument des fonctions proches mais 
nécessitent l’association de protéines différentes. La différence de fonction constatée entre les 
deux systèmes réside dans leur substrat. C-NHEJ associe des fragments à bouts francs ou 
ayant moins de 4 bases d’homologie, alors que A-NHEJ associe des fragments partageant de 5 
à 25 bases d’homologie (Haber, 2008; Zha et al., 2009). L’absence de la machinerie de C-
NHEJ fonctionnelle augmente substantiellement le nombre de translocations chromosomiques 
(Difilippantonio et al., 2000; Ferguson et al., 2000; Karanjawala et al., 1999). Les points de 
cassure double brins étant tout de même réassociés dans les translocations chromosomiques 
(et donc en cas de défaut de C-NHEJ), A-NHEJ est supposé être à la base des mécanismes de 
ressoudage des brins cassés, ce qui mène à la création de réarrangements chromosomiques 
aberrants. De plus, les brins réassociés présentent, dans certains modèles expérimentaux, des 
homologies de séquence de part et d’autre du point de cassure (Callen et al., 2007; 
Difilippantonio et al., 2002; Zhu et al., 2002).  
b) Organisation 3D de la chromatine dans le noyau 
 La notion de territoires chromosomiques, et donc de proximité de certaines séquences 
dans le noyau interphasique (Cremer and Cremer, 2001), a également été proposée pour 
expliquer la récurrence de certaines translocations chromosomiques. La ségrégation spatiale 
des territoires chromosomiques est en partie associée à l’activité transcriptionnelle des gènes 
(Lieberman-Aiden et al., 2009). Par exemple, les loci de IgH et c-myc sont proches dans le 
noyau en interphase, en particulier dans les lymphocytes B matures avant l’activation d’AID 
(Osborne et al., 2007). Les gènes partageant les mêmes mécanismes de régulation sont 
fréquemment retrouvés proches dans le noyau, probablement afin d’optimiser la 
consommation des facteurs et cofacteurs transcriptionnels par la cellule (Spilianakis et al., 
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2005). Dans un contexte pathologique, il est difficile d’établir un lien direct entre les 
translocations chromosomiques et des anomalies de l’organisation 3D de la chromatine dans 
le noyau dans la mesure où toutes les cassures doubles brins ne perturbent pas l’organisation 
dynamique des chromosomes (Kruhlak et al., 2006; Soutoglou et al., 2007). Cependant, 
certains facteurs responsables de la stabilité des télomères semblent impliqués dans son 
contrôle. Leur défaut pourrait donc conduire au rapprochement spatial de deux fragments 
chromosomiques normalement éloignés. Si des points de cassures se retrouvent proches l’un 
de l’autre, ils ont plus de probabilité de fusionner (Dimitrova et al., 2008). L’étude des 
mécanismes régulateurs de l’organisation tridimensionnelle du noyau est encore récente mais 
sera probablement riche d’enseignements pour la compréhension des translocations 
chromosomiques. 
c) Séquences spécifiques et sélection des événements 
oncogéniques 
 La question des causes de la récurrence de certaines translocations chromosomiques 
ou de l’implication fréquentes de certains locus reste encore à résoudre. Les translocations 
chromosomiques sont-elles des événements aléatoires sur le génome ? La démonstration de 
l’existence de territoires fragiles dans le génome semble indiquer le contraire. Des territoires 
fragiles sont des régions d’ADN génomique définies statistiquement : suite à un stress 
réplicatif, certaines régions subissent significativement plus d’événements de cassures double 
brins que dans le reste du génome (Arlt et al., 2006). En outre, Rag1/Rag2 et AID semblent 
responsables des réarrangements impliquant le locus des immunoglobulines. En ce qui 
concerne la plupart des autres translocations chromosomiques menant à la fusion de deux 
gènes, aucune explication mécanistique ou statistique n’est satisfaisante. La théorie qui 
prévaut pour expliquer la configuration de ces anomalies consiste à les présenter comme des 
événements aléatoires. Elles seraient ensuite sélectionnées par la nature cruciale des gènes 
touchés et des propriétés oncogèniques des fusions générées (Rabbitts, 1991). Les lésions 
oncogéniques alors portées par la cellule suffiraient à contourner les mécanismes de 
réparation et de contrôle de l’intégrité cellulaire, menant ainsi à l’émergence d’une pathologie 
cancéreuse. Un des mécanismes proposé pour tromper la vigilance de la cellule quant à son 
intégrité génomique et transcriptomique (notamment par la machinerie nucléaire de 
dégradation des ARNm anormaux, NMD) est la sélection des fusions des gènes dans le cadre 
de lecture. Ceci revient à la création d’un gène de fusion artificiel mais de structure génétique 
normale (Ortiz de Mendibil et al., 2009). Cette condition n’apparaît cependant pas 
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indispensable à la sélection des fusions de gènes, certaines associant des gènes d’orientation 
opposée. 
3. Anomalies fréquentes des LAL-B 
 Le caractère clonal du développement des LAL-B, et des cancers en général, rend 
l’analyse du contenu génomique indispensable à la compréhension des mécanismes 
oncogéniques sous-jacents. Les anomalies associées aux LAL-B peuvent être des anomalies 
de séquence (mutations cryptiques, c'est-à-dire invisibles au caryotype), des anomalies de 
structure (réarrangements observables au caryotype) ou des anomalies de nombre (perte ou 
gain d’un ou de plusieurs chromosomes). Ces anomalies peuvent toucher un ou plusieurs 
gènes et être soit à l’origine du cancer (mutation initiatrices), soit accessoires (mutation 
secondaires). En cohérence avec la prolifération incontrôlée de cellules immatures retrouvées 
dans les LAL-B, les mutations touchent en général des facteurs de transcription ou des 
facteurs impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (parfois les deux). Les mutations 
peuvent être soit qualitatives (surexpression d’un gène normal), soit qualitatives (acquisition 
ou perte de propriétés d’un facteur muté). Enfin, les mutations peuvent être soit innées 
(transmission parentale ou acquisition in utero), soit acquises.  
a) Anomalies de structure 
 Les translocations chromosomiques sont les anomalies les plus souvent retrouvées 
dans les LAL-B. Les anomalies récurrentes évoquées ci-après représentent 40% des cas. Il 
existe une disparité manifeste de la répartition de ces mutations entre les LAL-B de l’enfant et 
de l’adulte. Ceci pourrait être associée aux différences de développement de la pathologie, 
dont la cinétique et le mode d’action varient en fonction des oncogènes impliqués. La théorie 
de Greaves propose la nécessité d’au moins deux événements oncogéniques pour permettre 
l’émergence d’une LAL-B. L’étude des cartes de Guthrie a montré l’existence d’une 
prédisposition constitutive au développement de cette pathologie (Mori et al., 2002). Son 
émergence nécessiterait différents degrés de stimulation du système immunitaire pour induire 
d’autres mutations qui coopéreraient avec la première (théorie de Greaves ; (Greaves, 1997)). 
 ETV6-RUNX1/t(12;21)(p13;q22) (= TEL-AML1) est l’anomalie la plus fréquente 
dans les LAL-B de l’enfant, retrouvée chez 25% de ces patients (Pui et al., 2004; Romana et 
al., 1994). Bien que la pathogénie associée à la fusion de ces deux facteurs de transcription 
reste mal définie, Etv6 (12p13 chez l’homme) a été décrit chez la souris comme un master 
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gène de l’hématopoïèse adulte (Hock et al., 2004). De la même façon, Runx1 (21q22 chez 
l’homme) apparaît indispensable à l’hématopoïèse embryonnaire (Okuda et al., 1996). Cette 
translocation a été caractérisée chez des fillettes jumelles dont une seule a développé une 
leucémie (Ford et al., 1998). La nécessité d’au moins deux événements oncogéniques apparaît 
claire dans ce cas pour permettre l’émergence de la LAL-B (Greaves, 1997). L’étude des 
cartes de Guthrie, et donc des cellules sanguines de l’ensemble des nouveaux nés 
(indépendamment du fait qu’ils aient ou non développé une leucémies dans les années 
suivantes), a montré l’existence de cellules pré-leucémiques chez une proportion élevée 
d'individus. En effet, la fusion ETV6-RUNX1 a été retrouvée dans 1% des échantillons de sang 
de cordons, soit une prévalence 100 fois supérieure à l’incidence des LAL-B associées à cette 
mutation dans la population générale (Mori et al., 2002). Le premier événement serait donc ici 
prénatal et produirait des clones pré-leucémiques, puis une autre mutation surviendrait et 
conduirait au développement de la pathologie. Cette seconde mutation pourrait être associée à 
une stimulation du système immunitaire au cours de la petite enfance (ce qui correspondrait 
au pic d’incidence à 2-5 ans de cette maladie). Cette translocation a fait l’objet d’études 
fonctionnelles in vitro visant à comprendre le mécanisme de leucémogenèse associé à la 
protéine chimérique. L’équipe de Greaves a montré que la protéine chimère TEL-AML1 
dérégulait la voie de signalisation du TGF-β dans les pro-B. La protéine chimère se lie sur 
certaines cibles normalement activées par cette voie et empêche la mise en œuvre des 
mécanismes d’inhibition de prolifération cellulaire et d’induction de la différenciation qui lui 
sont associés (Ford et al., 2009). Cette mutation apparaît comme importante dans la 
pathologie en altérant les capacités de renouvellement et de survie des cellules pré-B (Hong et 
al., 2008). 
BCR-ABL1/t(9;22)(q34;q11) est la mutation la plus fréquente dans les LAL-B de 
l’adulte, comptant pour un tiers des cas. Historiquement, c’est la première translocation 
identifiée. Elle se manifeste au caryotype par la présence du chromosome de Philadelphie 
(Nowell and Hungerford, 1960). La t(9;22) est le critère diagnostic des LMC mais est 
présente dans d’autres hémopathies malignes. BCR-ABL peut être générée suite à la fusion 
des deux gènes en différents points de cassures, menant à l’existence d’au moins 3 formes : 
p190 (majoritaire dans les LAL-B), p210 (majoritaire dans les LMC) et p230 (rare). BCR 
apporte à la protéine de fusion la propriété de dimérisation. Les homodimères BCR-ABL vont 
mimer une activation de la kinase ABL1, par rapprochement des domaines catalytiques et 
transactivation, provoquant ainsi l’allumage constitutif des voies de signalisation pro-
oncogéniques en aval. L’hyperprolifération dû à la chimère BCR-ABL1 va dépendre des Rac-
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GTPases, point de départ des autres cascades agissant sur la survie et la prolifération cellulaire 
(Thomas et al., 2008). BCR-ABL1 était associé à un très mauvais pronostic jusqu’au milieu 
des années 90. Un inhibiteur spécifique a été développé afin de bloquer l’activité tyrosine 
kinase (TK) de cet oncogène de fusion : l’imatinib mésylate (commercialisé sous le nom 
Glivec®) (Deininger et al., 2005). Cette molécule agit comme un inhibiteur de l’activité TK en 
occupant la poche catalytique d’ABL1. L’association de cet inhibiteur à la chimiothérapie 
améliore fortement le pronostic de la maladie. 
D’autres translocations chromosomiques sont fréquemment retrouvées dans les LAL-
B (les réarrangements MLL (11q23) et E2A-PBX1 t(1;19)(q23;p13) notamment). Les 
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Figure 19 : Fréquences des différents profils génétiques des LAL-B de l’enfant et de l’adulte (d’après (Pui et al., 
2004)). 
b) Anomalies de nombre 
 Les anomalies de nombre touchent des chromosomes entiers, c'est-à-dire des milliers 
de gènes, et sont donc peu informatifs quant à la détermination des facteurs initiateurs de la 
leucémogenèse. Cependant, leur implication dans l’oncogenèse pourrait être associé à un 
défaut ou un excès de représentation allélique, ce qui modifierait l’expression  de plusieurs 
gènes concourant aux mêmes fonctions (Andersson et al., 2005). Les outils technologiques 
pour étudier l’impact de ces milliards de combinaisons de dérégulation n’existent pas 
aujourd’hui. 
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 Les hyperdiploïdies correspondent à un caryotype de plus de 50 chromosomes. Elles 
sont retrouvées chez 20 à 30% des enfants malades et chez 9% des adultes. Au même titre que 
les réarrangements TEL-AML1, ce type d’anomalies semble se développer in utero (Maia et 
al., 2003; Panzer-Grumayer et al., 2002). Cette anomalie ne correspond pas à un gain 
uniforme ou aléatoire mais à des gains préférentiels des chromosomes X, 4, 10, 14, 17, 18, et 
21 (Paulsson et al., 2010). Ce caryotype est rarement associé aux translocations récurrentes 
productrices de gènes de fusion. Le seul profil informatif de cette classe d’anomalies est une 
triple trisomie 4,10 et 17 qui apparaît de bon pronostic. Des anomalies récurrentes comme les 
mutations ponctuelles de FLT3, NRAS, PTPN11, des microdélétions de CDKN2A, d’ETV6, de 
PAX5, et des anomalies structurales comme dup(1q) et i(17q) ont été associées à ces profils 
mais n’ont pas de valeur pronostique établie à ce jour (Paulsson and Johansson, 2009). De 
manière générale, les hyperdiploïdies sont de bon pronostic.  
 Les hypodiploïdies correspondent à un caryotype inférieur ou égal à 45 chromosomes. 
Ce sont des anomalies rares qui concernent moins de 5% des patients, seulement 1% si l’on 
considère ceux qui ont une ploïdie inférieure à 45 chromosomes (Harrison et al., 2004). Du 
fait de leur rareté, ces caryotypes particuliers sont moins documentés que les hyperdiploïdies. 
Il apparaît cependant que ce profil cytogénétique soit de mauvais pronostic (Nachman et al., 
2007). 
c) Anomalies de séquences 
 Ce groupe d’anomalies inclus les mutations ponctuelles, les délétions, et les 
amplifications partielles ou totales de gènes. Ces mutations sont souvent retrouvées en 
association avec des translocations récurrentes dans les LAL-B. De récents travaux montrent 
qu’elles représentent des événements notoires dans la progression de la pathologie, tant en 
terme d’agressivité qu’en terme de pronostic. Ces mutations incluent des délétions 
bialléliques de CDKN2A (codant pour p16ink4A et p14arf ; (Stranks et al., 1995)), ce qui affecte 
les mécanismes de contrôle dépendants de p53 (Pui et al., 2004). Le groupe de James 
Downing a détecté des altérations de PAX5 dans près de 40% des LAL-B de l’enfant, ce qui 
en fait la cible la plus touchée par les mutations somatiques dans cette pathologie (Mullighan 
et al., 2007). Dans ce travail fondateur, son groupe a également identifié d’autres altérations 
de facteurs essentiels au développement B, notamment TCF3, EBF1, LEF1, IKZF1 (Ikaros) et 
IKZF3 (Aïolos).  
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 L’étude des altérations d’IKZF1 a constitué une des avancées majeures des dernières 
années dans la prise en charge des LAL-B. Ce gène est délété dans près de 80% des LAL-B 
porteurs de la translocation BCR-ABL chez l’enfant (Mullighan et al., 2008), où la présence de 
BCR-ABL est de mauvais pronostic. Une autre catégorie de LAL-B à mauvais pronostic, 
indépendante de BCR-ABL, a été associée à la présence d’une délétion d’IKZF1 (Den Boer et 
al., 2009; Mullighan et al., 2009a). D’autres travaux du groupe de Downing ont permis 
d’établir une relation entre l’altération d’IKZF1, des mutations activatrices des gènes des 
kinases JAK1, JAK2 et JAK3, et la perte de CDKN2A (Mullighan et al., 2009b). L’activation 
de la voie JAK/STAT semble être un phénomène déterminant dans l’évolution de la 
pathologie et son mauvais pronostic. Pour étayer ces travaux, il a récemment été montré que 
le gène CRLF2 était surexprimé suite à des translocations chromosomiques. Cette 
surexpression est associée à des mutations activatrices de JAK1 et JAK2, ce qui conduit 
également à l’activation constitutive de la voie JAK/STAT (Mullighan et al., 2009b). Les 
LAL-B présentant ce profil ont aussi un profil évolutif plus sombre que celui de l’ensemble 
des LAL-B. 
 Dans cette introduction, l’importance de PAX5 dans l’ontogénie B a été largement 
évoquée. PAX5 joue plusieurs rôles tout au long de la différenciation : répression des gènes 
incompatibles avec le développement B, implication dans les remaniements V(D)J et dans les 
mécanismes de CSR et de SHM. L’intégrité du gène PAX5 apparaît donc essentielle au 
développement B et ses altérations sont en toute logique intimement liées au développement 
de la pathologie. De manière générale, et quelle que soit la nature de l’altération de PAX5, 
aucune corrélation pronostique n’a été établie. Les données citées dans cette partie se limitent 
aux travaux publiés avant 2007. Les résultats présentés dans ce manuscrit et des travaux 
ultérieurs ont apporté des informations importantes dans la caractérisation des altérations de 
PAX5. Ils seront discutés en fin de thèse. 
1. Délétions de PAX5 
 Les délétions d’un allèle de PAX5 sont les événements les plus fréquents parmi ses 
différents types d’altérations, retrouvées dans 27% des LAL-B (Mullighan et al., 2007). 
L’impact fonctionnel de cette altération est difficile à déterminer dans la mesure où les souris 
Pax5+/- ont un phénotype normal (Urbanek et al., 1994). Cette délétion est aujourd’hui 
considérée comme un événement cumulatif dans le profil mutationnel, en coopérant avec 
C. Les altérations de PAX5 dans les LAL-B
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d’autres altérations. PAX5 est notamment délété dans un tiers des LAL-B BCR-ABL1 
positives. Sachant que cette catégorie de LAL-B porte dans près de 80% des cas une altération 
d’IKZF1, il est probable que ces deux masters gènes coopèrent dans l’émergence de cette 
maladie. Il est par exemple évoqué que la délétion d’un allèle PAX5 puisse favoriser 
l’apparition de la pathologie et que l’altération d’IKZF1 puisse être liée au phénomène de 
chimiorésistance fréquemment retrouvé dans ce profil mutationnel (Mullighan, 2009). 
2. Mutations ponctuelles de PAX5 
 Des mutations ponctuelles de PAX5 ont été retrouvées chez 7% des patients et sont 
localisées soit dans le domaine de liaison à l’ADN, soit dans l’homéodomaine, ou dans le 
domaine de transactivation (Familiades et al., 2009; Mullighan et al., 2007). Ces mutations 
pourraient avoir une fonction dans la pathogénie en modifiant l’affinité de liaison de PAX5 à 
ses cibles ou en perturbant sa capacité de recrutement des différents co-facteurs nécessaires à 
son activité transcriptionnelle (Mullighan, 2009; Mullighan et al., 2007) (figure 20). 
 
Figure 20 : Modélisation 3D de la fixation de PAX5 à 
l’ADN. PAX5 est représenté en jaune. Les 6 hélices du 
PBD sont figurées. Certaines mutations ponctuelles de 
la région N-terminale de PAX5 (dont P80R qui est la 
plus fréquente) sont schématisées. Les mutations 
pourraient soit modifier l’affinité de liaison aux sites de 
fixation sur l’ADN, soit modifier l’association de PAX5 








3. Les translocations chromosomiques impliquant PAX5 
 Les translocations chromosomiques impliquant PAX5 (9p13) peuvent mener à sa 
surexpression suite à sa juxtaposition au voisinage de l’enhancer Eµ (Busslinger et al., 1996; 
Iida et al., 1996). La translocation t(9;14)(p13;q32) est retrouvée dans des LDGC et 
correspond à un défaut d’extinction de l’expression de PAX5, condition nécessaire à la 
différenciation plasmocytaire (Nera et al., 2006). 
 Les réarrangements de PAX5 peuvent également mener à la production de gènes de 
fusion, phénomènes associés à 2% des LAL-B (Mullighan et al., 2007). Dans les LAL-B, les 
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blastes sont bloqués à un stade précoce de la différenciation. Dans cette pathologie, PAX5 est 
retrouvé fusionné avec ELN (7q11) (Bousquet et al., 2007), ETV6 (12p13) (Cazzaniga et al., 
2001), FOXP1 (3p13) (Mullighan et al., 2007), AUTS2 (7q11) (Kawamata et al., 2008), PML 
(15q24) (Nebral et al., 2007), ZNF521 (18q11)(Mullighan et al., 2007), et C20orf112 (20q11) 
(Kawamata et al., 2008). Dans tous les cas, la partie 5’ de PAX5 est conservée et s’associe à la 
partie 3’ du partenaire de fusion.  Les protéines chimériques PAX5-ELN, PAX5-FOXP1 et 
PAX5-ZNF521 sont capables d’inhiber de manière compétitive la transcription de CD19 
dépendante de PAX5. Elles ont également la capacité de se lier aux mêmes sites de régulation 
(Bousquet et al., 2007; Mullighan et al., 2007).   
 Les deux types de translocations chromosomiques présentés ici illustrent deux des 
différents mécanismes clés associés à PAX5 : son extinction pour permettre la différenciation 
plasmocytaire, et sa fonctionnalité pour permettre l’avancée en différenciation.  
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V. Expérimentation 
 Au cours de cette introduction, j’ai évoqué plusieurs notions essentielles associées au 
développement de la lignée B et des leucémies aiguës. J’ai souligné que les dosages et le 
panel d’expression des facteurs de transcription majeurs apparaissent déterminants dans la 
régulation de l’hématopoïèse normale. En toute logique, les dérégulations de ces paramètres 
peuvent conduire à une hématopoïèse déséquilibrée, susceptible de se manifester par 
l’émergence d’une leucémie. En 2007 au sein de notre laboratoire, des travaux menés par 
Marina Bousquet ont conduit à l’identification du gène de fusion PAX5-ELN (Bousquet et al., 
2007). La démonstration de l’effet de compétition inhibitrice du produit de ce gène sur 
l’activité transcriptionnelle de PAX5 sauvage a mis en avant un mécanisme oncogénique 
potentiel de ce type de mutation. L’étude pan génomique conduite en 2007 par Charles 
Mullighan sur une cohorte d’enfants atteints de LAL-B a permis d’identifier PAX5 comme le 
gène le plus fréquemment muté dans ces pathologies (Mullighan et al., 2007). L’étude ciblée 
sur PAX5 menée par Julien Familiades a permi de confirmer ce résultat chez l’adulte 
(Familiades et al., 2009). Lors de la définition de notre projet, 7 types de gènes de fusion 
l’impliquant avaient été décrits. Le nombre de patients porteurs de telles anomalies était trop 
faible pour en tirer quelques conclusions que ce soit quant à leur participation au phénotype 
leucémique. Bien évidemment, l’importance de PAX5 dans la différenciation B précoce rend 
très probable la contribution des ces anomalies dans ces LAL-B. Cependant, du fait de leur 
rareté et de leur nouveauté, aucune caractérisation précise de l’implication des fusions de 
PAX5 n’avait été menée. 
 Nous avons donc construit un cheminement expérimental afin de répondre à plusieurs 
interrogations :  
i) PAX5 étant situé en 9p13, dans quelles proportions est-il remanié ou délété chez 
ces patients ?  
D’un point de vue clinique, les délétions et les remaniements du bras court du 
chromosome 9 (9p) sont retrouvés dans près de 10% des LAL-B. Répondre à cette 
question apparaît nécessaire pour mieux cerner les mécanismes oncogéniques 
associés à la leucémogenèse. L’ensemble des études fonctionnelles portant sur 
Pax5 au cours des 15 dernières années, mis en parallèle avec ce résultat, 
A. Problématiques
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procurerait des bases cliniques dans la compréhension des mécanismes liés à 
l’apparition des LAL-B.  
ii) Les remaniements de PAX5 sont-ils associés à d’autres anomalies canoniques 
des LAL-B ? 
En se basant sur le modèle de Greaves de cumul d’événements oncogéniques 
nécessaires à l’émergence de la pathologie, il s’agit de définir ici si les 
réarrangements de PAX5 apparaissent comme des événements initiateurs ou 
comme des événements secondaires dans ces leucémies. Concrètement, si 
l’altération de PAX5 est secondaire nous devrions retrouver chez ces patients des 
profils d’altérations chromosomiques comparables à ceux décrits dans l’ensemble 
des LAL-B. 
iii) Quelles similitudes présentent les différents partenaires de fusion de PAX5 ? 
La réponse à cette question vise à déterminer si les gènes partenaires de fusion de 
PAX5 sont susceptibles d’apporter une contribution fonctionnelle  particulière, par 
leurs structures ou leurs fonctions, à la protéine chimérique. Cette contribution 
pourrait potentialiser la chimére composée de PAX5 et participer ainsi à son rôle 
oncogénique. 
iv) Quels sont les impacts oncogéniques de l’expression des chimères de PAX5 ? 
Les LAL-B se caractérisent par deux paramètres : une prolifération excessive de 
lymphocytes, et un blocage de leur différenciation à un stade précoce (pré-B en 
général). Afin de proposer un modèle de transformation leucémique associé aux 
fusions de PAX5, il apparaît crucial de déterminer les impacts inhérents à 





1. Vue d’ensemble 
 Grâce au concours du Groupe Français de Cytogénétique Hématologique (GFCH), 
nous avons récupéré du matériel moléculaire pour 153 patients atteints de LAL-B et porteurs 
d’une anomalie caryotypique touchant le bras court du chromosome 9 (9p). Nous avons 
procédé à la description des profils cytogénétiques pour chaque cas, profils que nous avons 
ensuite mis en parallèle avec l’analyse du statut du locus de PAX5 (intact, remanié, ou délété). 
B. Démarches expérimentales
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Pour les patients présentant un point de cassure au sein du gène PAX5, nous avons recherché 
l’existence d’un potentiel ARNm de fusion afin d’identifier le gène partenaire. Enfin, 
certaines fusions ont fait l’objet d’analyses fonctionnelles dans un système ex vivo de 
différenciation B murin inductible. 
2. Mise en place des outils de biologie moléculaire 
a) Techniques associées à l’ADN polymérase Phi29 
 L’ADN polymérase Phi29 (29) est une polymérase mésophile responsable de la 
réplication de l’ADN du phage phi29 Bacillus subtilis. Cette polymérase a été identifiée il y a 
plus de 25 ans (Blanco and Salas, 1984; Watabe et al., 1984) et présente des caractéristiques 
exceptionnelles. La 29 fonctionne de manière optimale à 30°C, est capable de déplacement 
de brin et de générer des fragments de plus de 100kb à partir d’une matrice d’ADN circulaire. 
De plus, sa très haute fidélité permet de rechercher des mutations ponctuelles sur son produit 
d’amplification. Brevetée en 2002, elle a été entre autres à la base des kits d’amplification 
d’ADN TempliPhi® et GenomiPhi® (Amersham GE). Ses propriétés remarquables nous ont 
servi de base pour mettre en place différentes stratégies utiles à notre projet. 
(1) Production de sondes BAC 
 Afin de tester l’implication de différents loci par FISH sur chromosomes 
métaphasiques, nous avons eu besoin de produire de nombreuses sondes fluorescentes 
spécifiques des régions d’intérêt. Les sondes fluorescentes sont produites à partir des matrices 
BAC (Bacterial Artificial Chromosome ; des fosmides seront aussi utilisés dans cette étude, le 
principe est le même mais l’insert ne fait que de l’ordre de 20-30kb). Les BAC sont des 
bactéries contenant des plasmides (pBAC) de 70 à 250 kb contenant des séquences d’ADN 
génomique humain cartographiées sur le génome. Il existe plusieurs librairies de plasmides 
BAC dont les plus couramment utilisées dans nos travaux sont les RP11 et les CTD (Roswell 
Park 11 et Caltech-D respectivement). Ces librairies sont stockées en plaques 384 puits ; 
derrière le préfixe RP11 ou CTD, sont indiquées les références de stockage des BACs (ex : 
RP11-numéro de plaque/colonne/ligne). La définition des BACs d’intérêt se fait comme 
indiqué dans la figure 21. Les BACs dont nous avions besoin pour cette étude nous ont été 
fournis par Roland Heilig (Genoscope, Evry). Nous avons utilisé une technique de production 
de sondes basée sur l’utilisation de la 29. Schématiquement, la production de sondes pour 
FISH se fait en 4 étapes : amplification de la bactérie contenant le pBAC, purification de 
l’ADN, marquage par nick-translation et validation de la sonde sur chromosome 
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métaphasique. Cette technologie, détaillée dans l’article (protocole en Annexe#1), nous a 
permis de gagner en temps et en simplicité par rapport à l’amplification classique d’ADN 
pBAC par maxiprep. 
 
Figure 21 : Méthode de sélection de BACs spécifiques d’un gène d’intérêt : Exemple de PAX5. 1 : Quel est le 
statut du locus PAX5 ? ; 2 : Sélection des BACs informatifs (http://genome.ucsc.edu/). 3 : Production des sondes 
fluorescentes spécifiques de PAX5. RP11-243F8 = sonde centromérique marquée avec des dUTP-
tétraméthylrhodamine (rouge), RP11-344B23 = sonde télomérique  au dUTP-fluorescéine (verte). 4 : 
Hybridation des sondes sur chromosomes métaphasiques de patients ; Cas 1 : Perte des signaux des deux sondes 
sur un chromosome = délétion d’un allèle ; Cas 2 : conservation des deux signaux de fluorescence sur les 2 
allèles = locus de PAX5 non impliqué dans le remaniement ; Cas 3 : Perte du signal vert sur un des deux 
chromosomes 9 = point de cassure dans le locus de PAX5, possibilité d’un gène de fusion. 
 En partant directement d’une faible quantité du stock bactérien ou de quelques 
nanogrammes d’ADN plasmidique purifié en miniprep, l’utilisation d’amorces aléatoires exo-
résistantes pour la réaction de RCA (activité de l’enzyme 29) permet de produire des 
quantités importantes d’ADN plasmidique. La purification de l’ADN produit par ce système 
n’est pas indispensable dans la mesure où elle n’améliore pas considérablement la qualité de 
la sonde. Cette technique permet donc de réduire le temps de production d’ADN pBAC et la 
logistique en ramenant le volume réactionnel à 50µl (contre 0,5-1L pour les maxipreps), ce 
qui autorise la production simultanée de nombreuses sondes. 
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(2) Réhabilitation de matériel de patient pour la 
recherche de mutations ponctuelles 
 La 29 est capable d’amplifier de l’ADN circulaire ou de l’ADN linéaire. Au cours de 
cette étude, nous nous sommes intéressés aux éventuelles mutations de l’allèle non remanié de 
PAX5, en particulier pour les patients présentant un point de cassure interne (donc une 
possible fusion) sur l’autre allèle. Nous avons été confrontés au défaut de matériel génomique 
pour effectuer ces investigations pour de nombreux patients. Nous avons donc développé un 
protocole de récupération de matériel cytogénétique, c'est-à-dire de chromosomes 
métaphasiques fixés sur lame ou de culots cytogénétiques (culots produits par choc 
hypotonique des cellules avec du KCl, puis repris dans un mélange de ¼ méthanol ¾ acide 
acétique). Brièvement, ces chromosomes sont resolubilisés par un tampon de lyse directement 
déposée sur lame de verre où ils sont étalés. L’ADN est resuspendu sur la nuit en milieu 
humide (à 37°C en conditions optimales). Puis, les chromosomes sont récupérés par grattage 
de la lame et précipités à l’isopropanol en présence de NaOAc de manière classique. L’ADNg 
ainsi récupéré sert ensuite de matrice à une réaction de RCA en suivant le même protocole 
que celui utilisé pour l’amplification des BACs (Annexe#1). Nous avons pu générer ainsi 
suffisamment de matériel de bonne qualité pour effectuer ces expériences de HRM (puis de 
PCR suivies de séquençages) nécessaires pour caractériser le statut mutationnel du locus non 
remanié (protocole détaillé dans l’article en Annexe#3, données non incluses à notre article). 
Nous avons également testé la possibilité d’utiliser ce mode d’amplification pour analyser ces 
échantillons sur puce SNP-CGH. L’amplification du génome par la 29 ou les traitements 
subis par les chromosomes pour l’analyse cytogénétique introduit un biais d’amplification de 
certaines régions, rendant impossible l’interprétation des données. La 29 permet donc de 
générer des quantités suffisantes d’ADNg pour mener des recherches de mutations 
ponctuelles à partir de chromosomes métaphasiques déshydratés hybridés sur lames de verre.  
 Cette technique rend donc envisageable des études rétrospectives sur de larges 
cohortes de patients dont on considérait que le matériel était inexploitable. 
 
 
(3) Recherche de d’ARNm de fusion contenant 
PAX5 : RCA-RACE 
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 L’identification de gènes de fusion nécessite la détection d’ARNm de fusion contenant 
une partie connue, ici PAX5, et un partenaire de nature inconnue. Il n’est donc pas possible 
d’amplifier de tels produits par technique classique de transcription inverse suivie de PCR. La 
technique de biologie moléculaire la plus courante pour répondre à cette problématique est la 
RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) (3’RACE ; figure 22.a). Cette approche 
théoriquement efficace peut produire un large éventail de produits non spécifiques, rendant 
très ardue en pratique l’identification du produit de fusion d’intérêt. L’amplification non 
spécifique associée à l’utilisation de la RACE est inhérente à l’utilisation d’une amorce 
adaptatrice complémentaire d’une séquence ajoutée à une extrémité de tous les ARNm 
présents dans les cellules. Cette amplification sera donc semi-spécifique dans la mesure où 
seule une amorce sera complémentaire de la séquence connue du produit de fusion. Afin de 
contourner ce problème, nous avons développé la technique de RCA-RACE (Polidoros et al., 
2006). La RCA-RACE consiste à amplifier des produits contenant une séquence inconnue et 
une séquence connue avec des amorces spécifiques en sens et en anti-sens (figure 22.b). La 
RCA-RACE consiste à rétro transcrire l’ARNm à l’aide d’une amorce oligo-dT porteuse d’un 
groupement phosphate en 5’. Après la synthèse de l’ADNc, les ARNm seront digérés par un 
traitement à la RNaseH. L’ensemble des ADNc générés sera circularisé grâce à CircLigase 
(Epicentre). Cet enzyme a la propriété de circulariser sur elle-même des molécules d’ADN 
simple brin, sans nécessiter de dilution limite. Les matrices circulaires ainsi créées (autant de 
séquences différentes que d’ARNm présents dans les cellules) seront amplifiées grâce à la 
29. Cette amplification s’effectue par l’intermédiaire d’une amorce exo-résistante (c'est-à-
dire porteuse de 2 liaisons phosphorothioates entre ses 3 bases 3’) de séquence 
complémentaire à celle du gène cible connu. La très forte processivité de la 29, associée à sa 
capacité de déplacement de brin, lui permet de tourner autour de cette matrice en polymérisant 
un brin d’ADN linéaire correspondant à la répétition de la séquence de l’ADNc  circulaire 
ciblée par l’amorce. Le brin d’ADNc « concaténé » issu de cette amplification servira de 
matrice pour des réactions de PCR avec deux amorces orientées en sens opposé, spécifiques 
du gène connu. Cette approche nous a permis de systématiser l’identification de nouveaux 
partenaires de fusion de PAX5 avec une efficacité accrue par rapport à la RACE (protocole 
détaillé en Annexe#2). 
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Figure 22 : Principales étapes techniques de RACE classique et de la RCA-RACE. En jaune est figurée la 
séquence de PAX5. En bleu, la séquence du partenaire inconnu. a : 3’RACE ; Sp1 et Sp2 symbolisent des 
amorces spécifiques de PAX5. Le rectangle blanc symbolise la séquence adaptatrice ajoutée à tous les ADNc. 
Les pointillés montrent les PCR réalisées, la première Sp1/amorce adaptative, et une seconde semi-nichée 
Sp2/amorce adaptatrice sur les produits de la première. b : RCA-RACE . La spirale bleue symbolise le produit 




3. Travaux publiés – le statut du locus PAX5 dans les 
LAL-B 
 Dans cet article, nous répondons à plusieurs questions développées dans notre 
problématique. Nous avons évalué le taux d’implication de PAX5 dans les réarrangements 9p 
des LAL-B. De plus, nous avons caractérisé la nature de ces implications et identifié de 
nouveaux partenaires de fusion. Le rapprochement du statut du locus de PAX5 avec le profil 
des anomalies canoniques nous a également permis d’avancer des hypothèses quant aux 
impacts oncogéniques des fusions de PAX5. Cet article, mis en parallèle avec les travaux 
conduits par Julien Familiades sur l’étude des mutations de PAX5 dans les LAL-B de l’adulte 
((Familiades et al., 2009); Annexe#3), apporte un éclairage nouveau sur les associations de 
mutations et ouvre des pistes intéressantes vers la compréhension des mécanismes 
oncogéniques associés aux mutations des PAX5. 
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PAX5 is the main target of somatic muta-
tions in acute B lymphoblastic leukemia
(B-ALL). We analyzed 153 adult and child
B-ALL harboring karyotypic abnormalities
at chromosome 9p, to determine the fre-
quency and the nature of PAX5 alterations.
We found PAX5 internal rearrangements in
21% of the cases. To isolate fusion partners,
we used classic and innovative techniques
(rolling circle amplification-rapid amplifica-
tion of cDNA ends) and single nucleotide
polymorphism-comparativegenomichybrid-
ization arrays. Recurrent and novel fusion
partners were identified, including NCoR1,
DACH2, GOLGA6, and TAOK1 genes show-
ing the high variability of the partners. We
noted that half the fusion genes can give
rise to truncated PAX5 proteins. Further-
more, malignant cells carrying PAX5 fusion
genes displayed a simple karyotype. These
data strongly suggest that PAX5 fusion
genes are early players in leukemogenesis.
In addition, PAX5 deletion was observed in
60% of B-ALL with 9p alterations. Contrary
to cases with PAX5 fusions, deletions were
associated with complex karyotypes and
common recurrent translocations. This sup-
ports the hypothesis of the secondary na-
ture of the deletion. Our data shed more
light on the high variability of PAX5 alter-
ations in B-ALL. Therefore, it is probable
that gene fusions occur early, whereas dele-
tions should be regarded as a late/second-
ary event. (Blood. 2010;115(15):3089-3097)
Introduction
Precursor B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is charac-
terized both by a blockage of B-cell differentiation and uncon-
trolled proliferation of blastic cells. Adult and childhood B-ALL
differs in terms of prognosis.1 Although 80% of children with ALL
can be cured, only 30% of adults achieve long-term disease-free
survival.1 These discrepancies in prognosis correlate with different
occurrences of chromosomal abnormalities. Besides frequent recur-
rent translocations, such as t(9;22)(q34;q11), t(12;21)(p13;q22),
t(1;19)(q23;p13), or MLL translocation, new oncogenes have been
identified recently. Among them, the paired box domain gene 5
(PAX5), located on 9p13, has been reported as being frequently
mutated in both childhood2 and adult B-ALL.3
PAX5 encodes a paired box domain (PBD) transcription factor
considered as the guardian of B-cell identity. Its homozygous
deletion in the mouse leads to total blockage of B-cell differentia-
tion at the pro-B stage.4 Furthermore, Pax5 inactivation at later
stages of differentiation entails transdifferentiation or dedifferentia-
tion of B cells.5 Pax5, which activates crucial genes for B-cell
lineage differentiation and represses genes important for commit-
ment in other hematopoietic lineages, is expressed from early
pro-B stage until final plasmacytic differentiation, where it is
turned off.6,7
Fusion genes involving PAX5 have been associated with
blockage of B-cell differentiation, the first reported example being
PAX5-ETV6, the product of the dic(9;12)(p13;p13) rearrangement.8
A recent study has shown that PAX5 is rearranged in 2.6% of
pediatric B-ALL cases,9 being fused, to date, with 17 different
partners, thus demonstrating the variability of the fusion partners.
In contrast, very few studies have been performed on adult B-ALL,
only reporting fusion between PAX5 and ETV610 and the elastin
gene (ELN).11 Cytogenetic abnormalities affecting the chromo-
some 9p arm and potentially involving PAX5 occur in 10% of child
B-ALL.12 Using classic cytogenetic techniques and a newly
developed molecular strategy (rolling circle amplification-rapid
amplification of cDNA ends [RCA-RACE]), we investigated 9p
abnormalities, focusing especially on the PAX5 locus. For this
Submitted July 27, 2009; accepted January 22, 2010. Prepublished online
as Blood First Edition paper, February 16, 2010; DOI 10.1182/blood-2009-
07-234229.
*E.C. and S.S. contributed equally to this study.
The online version of this article contains a data supplement.
The publication costs of this article were defrayed in part by page charge
payment. Therefore, and solely to indicate this fact, this article is hereby
marked ‘‘advertisement’’ in accordance with 18 USC section 1734.
© 2010 by The American Society of Hematology
3089BLOOD, 15 APRIL 2010  VOLUME 115, NUMBER 15
purpose, we collected 153 childhood and adult B-ALL with 9p
rearrangements diagnosed and reviewed by members of the Groupe
Francophone de Cytoge´ne´tique He´matologique (GFCH). Our data
revealed that PAX5 deletions accounted for most of the 9p
alterations and were often associated with complex karyotypes. On
the contrary, PAX5 internal rearrangements were less frequent and
were most of the time the sole chromosomal abnormality detected.




The criterion for inclusion, in this retrospective study of the GFCH, was the
detection by karyotype analysis of acquired structural 9p rearrangement in
patients with B-ALL. We selected the structural abnormalities with the
largest variety of 9p chromosome partners because the aim of the study was
to find new fusion partners of PAX5.
This retrospective study included 153 B-ALL (92 males and
61 females) recruited from 1989 to 2008 from 20 French and 2 Belgian
cytogenetic centers (“Morphologic and immunologic validation”). Among
them, we examined 140 patients at diagnosis and 13 at relapse. This cohort
was composed of 89 children (median age, 6 years; range, 1 month to
15 years, 52 males and 37 females) and 64 adults (median age, 43 years; range,
16-82 years, 40 males and 24 females). Patients distributed according to the EGIL
classification13 of B-ALL subtypes were: B-I ALL (n 6), B-II ALL (n 92),
B-III ALL (n 48), and B-ALL unclassified (n 7).
Morphologic and immunologic validation
Morphologic and immunophenotypic studies of patients were carried out in
each center and validated by groups of morphologists and immunologists
responsible for data collection in various working groups, particularly
involved in therapeutic protocols for children (EORTC, FRALLE, and
IGLALL) and adults (GOELAL, GRAALL, GRAAPH, LALA, and
OMAN). Patient material was provided by participative centers (Centre
Hospitalier Universitaire Toulouse, n  42; Strasbourg, n  16; Dijon,
n  11; Nantes, n  11; Lyon, n  9; Grenoble, n  8; Rouen, n  8;
Bordeaux, n  8; St Etienne, n  7; Montpellier, n  6; Ghent, Belgium,
n  4; Reims, n  4; Angers, n  3; Bobigny n  3; Paris, Necker, n  3;
Tours, n  3; Marseille IPC, n  2; Marseille, Timone, n  1; Laboratoire
Biomnis, Lyon, n  1; Louvain, Belgium, n  1; Paris, St Antoine, n  1;
Versailles, n  1).
Cytogenetics
Cytogenetic analysis was conducted on bone marrow in 139 cases, on
peripheral blood in 12 cases, on the central nervous system in 1 case, and on
lymph nodes in another. In this multicenter study, different cellular culture
techniques were used. Short synchronized cultures ( 24 hours) were most
frequently carried out. RHG or GTG banding techniques (or both) were
applied and karyotypes described according to the International System for
Human Cytogenetic Nomenclature 2005.14 All chromosomal data were
reviewed by the members of GFCH during 2 successive workshops to
sharpen karyotype interpretation.
FISH approach for the detection of PAX5 rearrangements
A first screening of all 9p rearrangements was performed with a commercial
dual-color PAX5 probe (Dako Denmark). Direct involvement of PAX5 was
verified using 2 overlapping bacterial artificial chromosome (BAC) clones:
RP11-243F8 and RP11-344B23 and exon-specific fosmides G248P85962F9
(exon1) and G248P82268A1 (exon10; CHORI). Positioning of probes
relative to PAX5 is depicted in Figure 1.
PCR approach for the detection of PAX5 fusion partners
Total RNA was extracted according to the TRIZOL method (Invitrogen)
and 1 g reverse-transcribed into cDNA by SuperScript III (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions, using an oligo-dTanchor
primer (RACE kit, second generation; Roche Applied Science). The cDNA
product was used as a template in a polymerase chain reaction (PCR)
experiment performed with the Advantage 2 PCR kit (BD Biosciences), a
PCR anchor primer (5-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3), and the
PAX5-specific primer PAX5-771F (5-CCATGTTTGCCTGGGAGATCAGG-
3). The temperature cycling program used with a GeneAmp PCR system
9600 (PerkinElmer) was as follows: (1) 1 minute at 94°C; (2) 15 seconds at
94°C, 6 minutes at 68°C 35 times; and (3) 10 minutes at 68°C. A seminested
PCR using an internal PAX5-846F (5-GTTCCATCAACAGGATCATCCGG-
3) primer and the anchor primer was subsequently performed on 1 L of
the PCR product under the same cycling conditions. The obtained products
were sequenced using the PAX5-846F primer and BigDye dideoxynucleo-
tides. Products were separated on a 3130 XL sequencing apparatus (Applied
Biosystems); electrophoregrams were analyzed using the Sequencher
software (Version 4.1.2; Gene Codes Corporation). The presence of








Gene-specific RCA was performed as previously described.15 Briefly,
starting from 100 to 250 ng of total RNA, SuperScriptTM III reverse
transcription was performed according to the manufacturer’s instructions
(Invitrogen) replacing the oligo-dT primer by a 5 phosphate oligo-dT
anchor primer (5P-GACCACGCGTATCGATGTCGAC(T)16V-3) at a final
concentration of 2.5M. Circularization of purified cDNA was obtained
using CircLigase kit (Epicentre Biotechnologies), according to the manufac-
turer’s instructions. RCA was carried out by mixing the purified circularized
product with 5 L of dNTPs (10 mM each; Promega), 1 L of 10 mg/mL
bovine serum albumin, 5 L of 10 times 29 DNA polymerase buffer, 10 U
of 29 DNA polymerase (New England Biolabs), 2 L of 100M
PAX5-Exo5 primer (5-CTTGTGATGTTGGCGAGA*A*C - 3 (*phosphoro-
thiotates chemical bounds, Eurogentec) and water up to 50 L. This
Figure 1. Repartition of breakpoints on chromosome 9p arm. Location of PAX5
on chromosome 9 (left). A schematic of PAX5 genomic structure (right); rectangles
represent exons. (1-6) Probes used for FISH analyses: telomeric and centromeric
Dako commercial probes (1,2), RP11-344B23 (3), and RP11-244F8 (4), BACs and
G248P82268A1 (5), and G248P85962F9 (6) fosmids. These probes enable localiza-
tion of the breakpoint regions (gray rectangles). Histogram represents the number of
patients harboring these breakpoints.
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mixture was incubated for 21 hours at 30°C and then for 10 minutes
at 65°C.
Amplification of 50 ng of RCA product was performed with the
Advantage 2 PCR kit (BD Biosciences), using PAX5-771F and PAX5-570R
(5-ATCCTCTGGCGGACTACATCCG-3) primers, according to the manu-
facturer’s instructions. This mixture was incubated under the same cycling
condition than for the RACE PCR experiment. If necessary, nested PCR
was performed using 1 L of previous PCR product, replacing PAX5-771F
by PAX5-846F and PAX5-570R by PAX5-510R (5-TTCACTCCTCCATGTC-
CTGTCC-3) primers. For negative control, the cDNA was replaced by
water. For non-B control, cDNA of Karpas cell line, which does not express
PAX5, was used.
Purification of BAC DNA
BACs (chosen on the website www.genome.ucsc.edu) were amplified in
3 mL LB medium (MP Biomedicals), containing 12.5 g/mL of chloram-
phenicol (Sigma-Aldrich) under constant shaking at 180 rpm for 12 hours at
37°C. Each purified BAC DNA was amplified by hyperbranched (H)–RCA:
from 20 to 50 ng of BAC DNA was added to 1 L of exo-resistant random
heptamers (Fermentas), 1 L of annealing buffer (200mM Tris-HCl, pH 8,
50mM MgCl2), and water up to 5 L. This mixture was incubated for
4 minutes at 94°C on a 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) and
cooled on ice for 2 minutes. Then was added 2 L of 29 10 times Buffer
(New England Biolabs), 1 L of dNTPs 10mM each (Promega), 7 U of 29
DNA polymerase (New England Biolabs), 0.5 L of 10 mg/mL bovine
serum albumin (New England Biolabs), and water up to 20 L. This
mixture was incubated under the condition described above for gene
specific RCA.
Labeling of BAC DNA
BAC DNA was labeled using the nick-translation kit (GE Healthcare)
according to the manufacturer’s instructions, with dUTP-fluoroscein or
dUTP-tetramethylrhodamine (Roche Applied Science). Overnight ethanol
precipitation of the labeled DNA was performed in the presence of 0.1 mg
of Human Cot-1 DNA (Invitrogen) and 0.2 mg of salmon testis DNA
(Sigma-Aldrich). Labeled BAC DNA was then pelleted, dried, and
resuspended in 100 L of a mixture of 50% formamide (Sigma-Aldrich),
2 times SSC (Eurobio), and 10% dextran sulfate (Sigma-Aldrich). BACs
are detailed in supplemental Table 1 (available on the Blood website; see the
Supplemental Materials link at the top of the online article).
CGH array
Genomic DNA was extracted with DNeasy (QIAGEN) from blood or bone
marrow samples. Samples were analyzed for copy number changes using
Affymetrix Genome-Wide Human SNP 6.0 arrays (Affymetrix). Sample
preparation and hybridizations were performed using Genome-wide Human
SNP Nsp/Sty assay kit (Affymetrix) according to manufacturer’s protocol.
Analysis of copy number state was done using BRLMM-P-Plus algorithm
with regional GC correction, embedded in Genotyping Console 2.0
software (Affymetrix).
PAX5 vectors
Complete coding sequences of wtPAX5, trPAX5, and PAX5-NCoR1 were
amplified from cDNA of patient #125, #108, and # 101, respectively, using
PfuUltraII Hotstart PCR Master Mix (Stratagene) with primers PAX5-
forward: ATGGATTTAGAGAAAAATTATCCG and PAX5-reverse: AT-
GGGCTCTCTGGCTATCTTCAGG for wtPAX5; PAX5-forward and trPAX5-
reverse: AGTCTCACCCTGCTGCCTGTCTG for trPAX5; and PAX5-
forward and NCoR1-reverse: GAGATCCCTCTCCTGCACCCTG for PAX5-
NCoR1. PCR products were cloned into pcDNA3.1 () expression vector
(Invitrogen)
Luciferase assay
Experiments had been performed as previously described11 replacing
pRenilla-CMV by pSV--galactosidase (Promega) as transfection effi-
ciency reporter plasmid. HeLa cells (in 6-well plates) were transfected with
1.5 g luc-CD19,16 1.5 g pSV--galactosidase, 0.3 g pcDNA3-PAX5,
and increasing amounts of pcDNA3-truncated PAX5 or pcDNA3-PAX5-
NCoR1 (0.1-0.9 g). Luciferase and -galactosidase activity were revealed
on a Mithras LB940 (Berthold Technologies) using Luciferase Reporter
assay system and -galactosidase enzyme assay system, respectively
(Promega). Luminescence and absorbance were read by a Mithras LB940
(Berthold Technologies).
Firefly luciferase activity was normalized to the measured -galactosi-
dase activities and are shown as average values relative to the basal activity
observed with pcDNA3 alone (mean  SD); statistical significance of
normalized luciferase activity was assessed by Wilcoxon Mann-Whitney
U test for each point compared with wtPAX5 luciferase activity
(P  .01, n  3).
Results
Cytogenetic characteristics of the cohort
The criterion for inclusion in this retrospective study was the
detection on karyotype of acquired structural 9p rearrangement in
B-ALL patients. Karyotypes were mostly pseudodiploid (53%
children and 52% adults). A total of 32% had a modal number of
45 chromosomes (31% children and 33% adults). Hypodiploid
karyotypes with 44 chromosomes were rare, only found in 2 cases.
In the hyperdiploid group, modal numbers ranged from 47 to 55.
Only 2 cases (1%) with a high hyperdiploid karyotype
(	 50 chromosomes) were detected. Details of karyotypes are
given in supplemental Table 2.
Karyotype and fluorescence in situ hybridization (FISH) analy-
ses revealed that 14.5% of the patients harbored a t(9;22)(q34;q11)/
BCR-ABL1 (4.5% in children, 28% in adults), 6.5% a t(1;19)(q23;
p13)/TCF3-PBX1 (9% in children, 3% in adults), 9 pediatric cases
a t(12;21)(p13;q22)/ETV6-RUNX1 (10%), 2 cases a 11q23/MLL
translocation (2% children), and 3.5% a 14q32/IGH translocation
(2% children and 5% adults).
To assess the distribution and the combination of the most
frequent abnormalities associated with the 9p alteration, we
reported all the chromosomal changes in Table 1, supplemental
Table 3, and supplemental Figure 1. The most frequent abnormali-
ties were in decreasing order: 20q deletion, 12p deletion, 9q
translocation different from 9q34/ABL1, 13q abnormalities (dele-
tion or translocation), 6q deletion, trisomy 8 or 8q gain, 7p deletion,
11q abnormalities different from 11q23/MLL, 7q translocation, 17p
deletion, 5q translocation, and high hyperdiploidy.
Complex karyotypes ( 3 unrelated chromosomal abnormali-
ties) were frequent, found in 48% (44% children and 54% adults,
P  .3).
However, the chromosomal abnormalities that rendered these
karyotypes complex differed in the 2 age groups. In children,
complexity was mainly the result of the contribution of known
recurrent changes in B-ALL (12p-, 20q-, 6q-, etc), whereas in
adults, complexity mainly resulted from nonrecurrent changes
indicating a higher heterogeneity of genome alterations (Table 1;
supplemental Table 3; supplemental Figure 1).
The 9p abnormalities found in our cohort were translocations
(resulting in 9p deletions when unbalanced), dicentrics, and
isochromosome 9q leading to partial or total monosomy 9p,
inversions, insertions, and simple deletions. Only a small number
of cases of simple deletions were included.
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Various PAX5 alterations and their association with karyotypic
features
All patients were screened with a commercial dual-color PAX5
probe (Figure 1). When the 2 colors were separated, indicating a
possible PAX5 internal rearrangement, we performed further analy-
ses to pinpoint the location of the breakpoint (Figure 1).
Because our study was based on cytogenetic methods, the
submicroscopic intragenic alterations of PAX5 (limited to a few
exons) were not investigated.
PAX5 was not altered (telomeric breakpoint) in 29 cases
(19%; 21.5% children and 16% adults, P  .4, male/female
ratio  1.2). Complex karyotypes were frequent (54.5%), and
the 2 cases of high hyperdiploid karyotypes belonged to this
group (Table 1). Only 2 patients had a partial loss of the PAX5
probe signal. Of the 27 remaining patients, 18 harbored
unbalanced 9p rearrangement on the karyotype without losing
the PAX5 probe signal.
Centromeric breakpoints were observed in 92 patients (60%,
54% children and 69% adults, P  .068, male/female ra-
tio  1.5). This 9p rearrangement generated a loss of PAX5 in
86 patients (93%). The entire PAX5 locus was translocated onto
another chromosome in all other cases. The majority of recur-
rent fusions found in our cohort belonged to this group: 91% of
BCR-ABL1 (20 of 22), 90% of TCF3-PBX1 (9 of 10), 80% of
IGH translocation (4 of 5), 56% of ETV6-RUNX1 (5 of 9), and
50% of MLL translocation (1 of 2). In addition, this group
composed 60% of the complex karyotypes (n  30 of 50; Table
1; supplemental Table 3).
In addition, we detected a breakpoint localized inside the
genomic region of PAX5 resulting in an internal rearrangement of
PAX5 in 32 patients (25% children and 16% adults, P  .23,
male/female ratio  1.9). In contrast with the telomeric or centro-
meric breakpoint cases, a majority of these patients had a simple
karyotype (73%, 22 of 30; P  .024). Only 2 patients had
additional recurrent rearrangement: one case of t(10;14)(p12;q32)
implicating the IGH locus and another case with MLL/MLLT3
fusion. Notably, no other recurrent fusion (BCR-ABL1, TCF3-
PBX1, and ETV6-RUNX1) was detected in this group.
PAX5 internal rearrangements showed heterogeneous pat-
terns of breakpoints (Figure 1; supplemental Table 2). The
majority of the patients (n  24) harbored PAX5 breakpoints
located between exon 4, corresponding to the end of the DNA
binding domain, and exon 6, coding the homeodomain. This
breakpoint position was more frequent in children (19 of 89,
21%) than in adults (5 of 64 cases, 8%; P  .025). Furthermore,
the PAX5 telomeric probe signal was deleted for 22 of 24 pa-
tients (92%). Among them, 21 of 24 (88%) appeared unbalanced
on the karyotype (mainly dicentric and derivative chromo-
somes), the 3 others had a partial deletion. Three patients
(2 adults and 1 male child) harbored breakpoints located in
intron 7/intron 8. These patients showed a simple pseudodiploid
karyotype and had a balanced rearrangement. Two patients
(1 adult and 1 child) harbored a balanced translocation with
PAX5 breakpoint located before the third exon, just before the
DNA binding domain. The last 3 cases (2 adult females and
1 female child) showed an unbalanced translocation with
breakpoints located in the last 2 exons of PAX5.
These results showed that PAX5 internal rearrangements were
not associated with the most common B-ALL recurrent transloca-
tions, as these were, most of the time, the sole chromosomal
abnormality. On the other hand, PAX5 deletion was associated with
complex karyotypes and classic recurrent translocations.
Frequent alterations of PAX5 in dicentric chromosomes
involving the 9p arm
Childhood and adult cohort presented the same frequency of
dicentric rearrangements in 26 of 89 (29%) and 14 of 64 (22%),
respectively, P  .18. The majority (23 of 40, 58%) resulted in
monoallelic deletion of PAX5 [10 dic,(9;20) 4 dic,(9;12) 5 dic,(7;9)
1 dic, (9;16) 1 dic, (9;17) the dic(8;9), and the dic(9;15)]. Only
5 patients did not delete PAX5 [3 dic, (9;20) the idic(9;9), and the
dic(9;13)], and 12 patients had a PAX5 intragenic breakpoint
associated with partial deletion [4 dic,(9;20) 3 dic, (9;12)
2 dic(9;16), and 2 dic(9;17)] or without deletion of the gene
[1 dic(7;9)]. Interestingly, dicentric cases with internal PAX5
breakpoint were much more frequent in children than in adults
(11 of 26 vs 1 of 14 case, P  .024). Identical cytogenetic
abnormalities proved to result in different genomic breakpoints.
Thus, we showed that dicentric rearrangements involving 9p are
associated with PAX5 deletion or internal rearrangement in approxi-
mately 90% of cases.
Molecular consequences of PAX5 internal breakpoints
According to the material available, we could investigate the
presence of PAX5 fusion transcripts in 23 of the 32 patients with
internal rearrangement. We identified an in-frame fusion of exon
4 of PAX5 with exon 3 of ETV6 by specific reverse-transcribed
PCR and confirmed the rearrangement by FISH using ETV6
probes in 3 cases of dic(9;12)(p13;p13) (#99, #100, and #105;
data not shown). The t(7;9)(q11;p13) translocation, which fused
exon 7 of PAX5 to exon 2 of ELN, was previously described by
our group11 in 2 of the 3 patients of this cohort (#119, #120). The
presence of PAX5-ELN was confirmed in the third patient by
FISH with ELN specific BAC probes (#121; supplemental
Figure 2). We also confirmed the presence of known chimeric
transcripts in 2 cases of t(3;9)(p14;p13) (#97, #98). This
rearrangement yielded a chimeric transcript, which fused in-
frame exon 6 of PAX5 to exon 7 of FOXP1 in one case (no RNA
was available for the second patient). This fusion transcript was
detected by RCA-RACE and confirmed by FISH using FOXP1
specific BAC probes for both (supplemental Figure 2). We
detected PAX5-JAK2 fusion transcript in a del(9)(p13;p24) case
(#118). This translocation led to in-frame chimeric transcript,
which fused exon 5 of PAX5 to exon 19 of JAK2. The 2 genes
being originally in opposite orientation on the 9p arm, we
speculated that a deletion occurred before/or concomitant with
JAK2 inversion. In agreement with these data, FISH experi-
ments revealed that the JAK2 probe signal was slightly de-
creased whereas the PAX5 signal kept only the centromeric part
of the probe (supplemental Figure 2). We identified the PAX5-
POM121 chimeric transcript in 1 patient with a t(7;9)(q11;p13)
(#93). This case expressed an in-frame fusion transcript, which
composed the 5 first exons of PAX5, 77 noncontiguous nucleo-
tides from PAX5 intron 5/intron 6, and POM121 sequence from
base 14 of exon 4 (located in the 5-untranslated region) to the
end. The corresponding predicted protein juxtaposed PAX5
N-terminal sequence, included nuclear localization signal (NLS),
72 amino acids, which do not form any predictive structural
domain, and the complete POM121 sequence (supplemental
Table 4).
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In addition, 3 new PAX5 rearrangements have been molecularly
characterized in this study using RCA-RACE technique (Figure 2).
In the chimeric transcript resulting from the t(X;9)(q21;p13) (#96),
the exon 5 of PAX5 was fused in-frame to exon 3 of Dachshund 2
(DACH2). FISH analysis with DACH2 specific BAC probes was
performed and confirmed its involvement in this case (supplemen-
tal Figure 2). The t(9;17)(p13;p11) led to generation of a chimeric
transcript, which fused exon 5 of PAX5 in-frame with exon 43 of
Nuclear receptor Co-Repressor 1 (NCoR1; #101). We also detected
an in-frame fusion between exon 6 of PAX5 and exon 3 of golgi
autoantigen, golgin subfamily a, 6 (GOLGA6) in a case of
t(9;15)(p13;q24) translocation (#103).
Five cases led to the production of truncated PAX5 transcripts.
In a t(9;17)(p13;q11) case (#102), PAX5 was disrupted inside the
intron 5/intron 6 and fused to intron 19/intron 20 of TAO kinase 1
(TAOK1) in reverse orientation to its open reading frame. Chimeric
PAX5 transcript conserved exon 1B to exon 5 and an additional
coding sequence of 54bp. The 3-untranslated region of this
transcript contained part of intron 19/intron 20 of TAOK1. This was
further confirmed by FISH using TAOK1 specific BAC probes. On
comparative genomic hybridization-single nucleotide polymor-
phism (CGH-SNP) chip, biallelic deletion of PAX5 exon 1A was
detected, confirming the absence of PAX5A truncated isoform
(supplemental Figure 3). This translocation was associated with an
unbalanced t(17;20)(q11;q11), and SNP-CGH array revealed that
the locus modified by this latter rearrangement involved an
intergenic region. In case #108 with a dic(9;16)(p13;q11), we
isolated a truncated PAX5, conserving exon 1A to exon 5 and
162 bp of additional coding sequence corresponding to the
contiguous intron 5/intron 6 sequence (supplemental Table 4).
CGH-SNP array analyses were performed and revealed that partner
region on 16q11 did not contain any gene, suggesting that the
dic(9;16)(p13;q11) results only in forced expression of the trun-
cated transcript (supplemental Figure 3). This truncated form was
also detected in 2 cases (#107, #122, data not shown) for which we
could not detect any PAX5 fusion transcript. CGH-SNP analyses on
patient #112 with a dic(9;20)(p13;q11) revealed breakpoints in
intron 6/intron 7 of PAX5 and in the last exon of Pleiomorphic
adenoma gene-like 2 (PLAGL2), leading to a putative truncated
form of PAX5 (supplemental Figure 3).
Because PAX5 fusion proteins have been shown to act as
competitive inhibitor of wtPAX5 transactivation activity,2,11,17 we
assessed the functional consequence of one of the new fusion
(PAX5-NCoR1) and of the truncated form (cloned from patient
Figure 2. Cloning of novel PAX5 fusion partners by
RCA-RACE. (A) RCA-RACE products were run on 1%
agarose gel. Bands corresponding to amplified tran-
scripts of fusion (i) or truncated genes (ii) are indicated by
arrowheads. Additional bands correspond to amplifica-
tion of fragments of wild-type PAX5 DNA. (i) Patient #101
amplified product corresponds to PAX5-NCoR1 fusion
cDNA, #96 to PAX5-DACH2 fusion, #103 to PAX5-
GOLGA6 fusion cDNA. (ii) Patient #108 product corre-
sponds to truncated PAX5 cDNA, #102 to PAX5-TAOK1
fusion. (B) Schematic illustration of the fusion proteins
predicted from cDNA sequencing, breakpoints (BP) are
indicated by dashed lines. Ex1-10 indicates PAX5 exons.
All fusion proteins retain the PAX5 DNA-binding domain
(PBD, amino acids 16-142), the OP motif (amino acids
179-186), and NLS (amino acids 195-201). (1) PAX5-
DACH2 contains the conserved coiled-coil domain of
DACH2 (DACH-box C). (2) PAX5-GOLGA6 sequence
contains a large part of a predicted coiled-coil domain of
GOLGA6. (3) PAX5-NCoR1 retains part of the inhibitor of
DNA-binding 2 (ID2) domain and the corepressor-
nuclear receptor box 3 (CoRNR box 3). (4) PAX5-TAOK1
predictive protein contains an alternative amino acid
sequence encoded by exon1B of PAX5 and an additional
17-amino acid tail, which does not correspond to any
predictive functional domain. Truncated PAX5 contains
N-terminal part of PAX5 (amino acids 1-201) and a
55-amino acid tail coded by the contiguous intron 5/intron
6 nucleotide sequence, which does not correspond to
any predictive functional domain.
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#108) using a luciferase reporter assay.16We showed that these
2 types of PAX5 alterations (fusion and truncated form) behaved as
competitive inhibitors of wild-type PAX5 transactivating activity
(supplemental Figure 4).
In summary, we detected 5 recurrent and 3 new partner genes,
thus confirming the wide diversity of PAX5 fusion partners. We also
showed that truncated PAX5 can be a recurrent consequence of
different chromosomal translocations.
Discussion
We investigated PAX5 alterations in a large cohort of 153 adult and
childhood B-ALL patients harboring a 9p abnormality, using
classic and innovative molecular and cytogenetic techniques. We
detected PAX5 alteration in 81% of the patients with structural
abnormality of the short arm of chromosome 9. Internal rearrange-
ments were found in 21% of the cases, this alteration being
significantly associated with simple karyotypes. Furthermore,
PAX5 internal rearrangements and most recurrent translocations
commonly found in B-ALL appeared to be mutually exclusive.
This implies that PAX5 internal rearrangement might be sufficient
to initiate leukemogenesis, through blockage of B-cell differentia-
tion. Mechanistically, this hypothesis is emphasized by the fact that
at least PAX5-ELN,11 PAX5-FOXP1,2 and PAX5-ETV617 have a
trans-dominant negative effect on normal PAX5.
To identify PAX5 fusion partners, we implemented a new
molecular biology method, until now only used in plant biology.15
The strategy is based on RCA to generate concatenated cDNA
containing multiple copies of the target gene. This concatenated
cDNA is subsequently used as a template for inverse PCR with
2 specific primers of the known part of the chimera (see principle in
supplemental Figure 5). Thus, we isolated additional cases of rare
translocations, as described previously (Figure 3). For example,
PAX5-POM121 generated by the t(7;9)(q11;p13) translocation can
now be classified as recurrent because we added a second case to a
translocation.9 However, the fusion sequence we described is
slightly different from that reported, even though the predictive
protein structures are similar. It is noteworthy that the same fusion
partner can give rise to either in-frame or out-of-frame chimeric
transcripts (eg, PAX5-FOXP1).2,18 The PAX5 internal breakpoint
can also lead to the production of truncated proteins resulting from
an out-of-frame fusion (PAX5-FOXP1), fusion with a gene in
opposite orientation (PAX5-TAOK1), or fusion with noncoding
sequences. In most instances, a premature stop codon is generated
immediately after PAX5 exon 5. The predicted chimeric proteins
conserved the PBD, octapeptide (OP), and NLS of PAX5 (break-
point after exon 5), suggesting that the chimera is located in the
nucleus and able to bind PAX5 targets. It is probable that these
truncated PAX5-X proteins block B-cell differentiation in a domi-
nant negative manner, similarly to that reported for other PAX5
fusion products.2,11,17
In addition, the RCA-RACE approach enabled us to clone new
fusion genes: PAX5-NCoR1, PAX5-DACH2, and PAX5-GOLGA6
increasing the total number of partners of PAX5 in B-ALL to 20
(Figure 3). NCoR1 is a component of histone deacetylase com-
plexes and acts as transcriptional repressor by modulating chroma-
tin, which impedes the accessibility of basal transcription factors to
genomic regulation sites.19 Interestingly, NCoR1 partial inhibitor
of DNA-binding 2 domain replaces the trans-activating domain of
PAX5 and the putative protein may act as a constitutive repressor of
PAX5 targets. DACH2 is a transcription factor implicated in
organogenesis and is supposed to be involved in proliferation,
notably by repressing cyclin-dependent kinase inhibitor expres-
sion.20 As the patient harboring the t(X;9) translocation was a male,
the DACH2-PAX5 fusion is associated with a total loss of wild-type
DACH2. Moreover, DACH1, structurally close to DACH2, has
been found fused to PAX5 in a t(9;13)(p13;q22).9 These results
strongly suggest that DACH family genes could be involved in
oncogenesis. The third in-frame fusion led to the expression of
PAX5-GOLGA6 transcript. GOLGA6 is highly expressed in human
testis, but its function is still unknown.21
Remarkably, even if the nature of the partners is very variable,
19 of 23 of the predicted chimeric proteins conserved the PBD, OP
motif, and the nuclear localization signal of PAX5 (breakpoint after
exon 5), strongly suggesting functional selection of the chimera.
Our data showed that 60% of the patients (adults and children)
harbored a monoallelic deletion of PAX5. These patients mainly
Figure 3. 3-PAX5 fusion partners in B-ALL. Partners previously described (references in supplemental Table 5) and detected in our series are indicated in bold, new
PAX5 fusion partners are highlighted with an “n.” In-frame PAX5 fusions are indicated on the upper side. Fusion partners in reverse orientation (r) or out-of-frame fusion
(o), leading to PAX5 predictive truncated protein are indicated on the lower side. PBD, OP, NLS, homeodomain (HD), transactivation domain (TAD), and inhibitory
domain (ID) are shown.
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displayed a complex karyotype and classic recurrent fusion genes
(BCR-ABL1, TCF3-PBX1, ETV6-RUNX1, and MLL rearrange-
ments). We assumed that the complexity of karyotypes in patients
with PAX5 deletion reflects the secondary nature of this event,
contrary to internal PAX5 translocations. Miller et al22 have
recently shown the interplay between BCR-ABL1 and the deletion
of both PAX5 and INK4a/ARF in the leukemia process. Thus, the
deletion of PAX5 might occur concomitantly with the loss of
INK4a/ARF locus located in 9p21.
Dicentric cases represented 26% of the 9p abnormality, most
often involving chromosomes 20, 12, and 7 and frequently leading
to the deletion of PAX5. We observed that PAX5 internal rearrange-
ments in dicentric chromosomes were much more frequent in
children than in adults. Concerning the dic(9;12) cases, Heerema et
al have reported one group of patients harboring PAX5-ETV6 fusion
and another group of patients with both ETV6-RUNX1 rearrange-
ment and PAX5 deletion, the 2 groups being mutually exclusive.23
We characterized a new situation in which patients harbored a
PAX5 deletion without ETV6-RUNX1 fusion (cases #19, #20, and
#106). We assumed that simple karyotypes with dicentric chromo-
somes are cytogenetic entities with heterogeneous breakpoints.
Contrary to PAX5-ETV6 in the dic(9;12) rearrangement, Strefford
et al have suggested that the dic(9;20) are not associated with an
identical recurrent gene rearrangement.24 Our additional cases are
in line with this assumption. Interestingly, we noted that dicentric
cases can be masked by a complex rearrangement. Two dicentric
rearrangements in this series (#101 and #107) involved a third
chromosome (17 and 16, respectively). This third partner chromo-
some was split between chromosome 9 and chromosome 20,
without loss of material. The final result was a loss of 9p and 20q in
these 2 patients who could be structurally comparable with a
dic(9;20).
In conclusion, we showed that PAX5 was altered in 81% of the
cases with a 9p abnormality. These alterations were diverse in
terms of nature and associated karyotypic features. The different
types of alterations seemed to act at different levels of the leukemia
process: PAX5 internal breakpoints, leading to the expression of
fusion proteins or PAX5 truncated proteins, might occur early in
the process, by way of contrast, deletions of PAX5, which were
much more frequent, might appear later in the oncogenic process
and could be a secondary event occurring in a cell already
undergoing transformation. It is worth noting that PAX5 chimeric
transcripts shared common features regardless of the fusion
partners. The majority retained the DNA-binding domain and the
NLS of PAX5, strongly suggesting that they may modulate
wild-type protein activity in a dominant negative manner. Nonethe-
less, partner gene impact on leukemogenesis requires further
investigation. It would be interesting to determine whether fusion
partners are randomly or functionally selected because, to date, it
has been impossible to identify features common to all fusion
partners.
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Supplemental data legends: 
 
Table S1: Chromosomal location of BACs used in the study. BACs used for specific 
gene analyses are indicated specifying their labeling color and their chromosomal location. 
 
Table S2: Data of the patients. Cytogenetic and clinical data are given. PAX5 alterations 
and results of molecular biology analyses are given. Karyotypes were corrected after FISH 
results. PAX5 probe total deletion (del), partial deletion (par del) or presence (pres) are 
indicated. 
 
Table S3: Cytogenetic distribution of chromosomal associated abnormalities. (A) in 
childhood cases. (B) in adult cases. For legend see Table 1. 
 
Figure S1: Repartition of chromosomal abnormalities. Loss of chromosomal material and 
breakpoints are located on the left of each chromosome; gains of chromosomal material are 
represented on its right. For each chromosome, children and adult cases are separated by 
dashed black line. Black circles represent breakpoints; grey circles represent recurrently 
involved genes; Continuous lines represent gains or losses of corresponding genomic 
regions; dashed lines represent undetermined area of chromosomal loss or gain; dashed 
lines with empty circles represent undetermined breakpoint regions. 
 
Figure S2: validation of PAX5 fusions using FISH on or RT-PCR. BACs probes used are 
detailed in Figure 1 and Table S1. Primers used for gene specific RT-PCR (or RCA-RACE 
PCR for #102) are detailed in methods: #96: PAX5-771F/DACH2-1052R; #97: PAX5-
846F/FOXP1-2595R; #101: PAX5-771F/NCoR1-7605R; #102: PAX5-570R/PAX5-771F 
RCA-RACE PCR; #103: PAX5-771F/GOLGA6-2134R; #118: PAX5-846F/JAK2-4020R. 
 
Table S4: Sequences of predictive fusions. RCA–RACE products were sequenced using 
PAX5-846F primer. Sequences of chimeric cDNA (left frame) and of predictive chimeric 
transcript (right frame) are given.  
 
Figure S3: CGH-SNP array analyses. Genomic DNA copy number was evaluated. 2 
indicates a normal copy number, 1 monoallelic deletion and 0 a biallelic deletion of the 
corresponding region.  
 
Figure S4: Repression of CD19 PAX5-dependent transactivation by PAX5 fusion 
protein or  truncated PAX5 
 
 
   
We cotransfected HeLa cells with the luc-CD19 construct, pcDNA3-PAX5, and increasing 
amounts of pcDNA3-trPAX5 (A) or pcDNA3-PAX5-NCoR1 (B). Firefly luciferase activity was 
normalized to the measured β-Galactosidase activities and are shown as average values 
relative to the basal activity observed with pcDNA3 alone (results are mean ± SD; statistical 
significance of normalised luciferase activity was assessed by Wilcoxon Mann-Whitney U 
test for each point, in comparison with wtPAX5 luciferase activity; **P < .01, n=3). 
PAX5 alone activated the transcription of the CD19-dependent luciferase reporter gene. 
Concomitant transfection with pcDNA3-trPAX5 (A) or pcDNA3-PAX5-NCoR1 (B) led to a 
dose-dependent down regulation of PAX5-driven CD19 transcription. These results strongly 
suggested that PAX5 fusion protein or truncated forms of PAX5 behave as competitive 
inhibitor of wild type PAX5 transactivating activity. (C) For western blot analysis of PAX5 
mutants, 300,000 HeLa cells/well were transiently transfected under the conditions used for 
luciferase assays (with pcDNA3-wtPAX5, pcDNA3-trPAX5, pcDNA3-PAX5-NCoR1 and 
pcDNA3 empty vector). Cells were scraped 40 hours after transfection in 200µl of 1x Laemli 
buffer, boiled and loaded onto 10% polyacrylamide gels containing sodium dodecyl sulfate. 
Proteins were transferred to nitrocellulose membranes. PAX5 mutant proteins were detected 
using an anti-PAX5 antibody (AB4227, Millipore, Billerica, MA). 
Expression of wtPAX5 (42kDa), trPAX5 (27kDa) and PAX5-NCoR1 (44kDa) was checked by 
western blot analysis of transfected cell lysates. Lane corresponding to HeLa cells 
transfected with empty vector revealed a non-specific 40kDa product. 
 
 
Figure S5: Schematic summary of RCA–RACE methods. The bold black arrow depicts 
the PAX5-specific exonuclease-resistant primer. Black arrows represent PAX5 specific 
primers PAX5-570R and PAX5-846F (detailed in methods). Light grey elements represent 
PAX5 sequence and black elements represent the unknown fusion partner sequence. 
 
Table S5: Identified PAX5 fusion partners. Detection methods are listed and references of 














NCoR1 RP11-1077F15 Red 17p11 
GOLGA6 RP11-344D19 Red 15q24 

































probe profile PAX5 Molecular abnormality
centromeric breakpoints (n=92)
1 8 F ALL B-II 46,XX,del(9)(p12)[15]/46,XX[4] del
2 12 M ALL B-III 46,XY,del(9)(p13)[28]/46,XY[21] del
3 26 F ALL B-III 46,XX,del(9)(p12)[17]/46,XX[6] del
4 57 F ALL B-II 46,XX,del(9)(p12)[16]/46,XX[4] del
5 2 F ALL B-III 46,XX,i(9)(q10)[2]/46,XX[43] del
6 17 M ALL B-II 45,X,-Y[8]/45,idem,i(9)(q10)[6]/46,XY[6] del
7 2 F ALL B-II 45,XX,dic(9;20)(p11;q11)[11]/46,XX[15] del
8 43 F ALL B-II 45,XX,dic(9;20)(p11;q11)[10]/46,XX[12] del
9 52 F ALL B-II 45,XX,dic(9;20)(p11;q11)[20] del
10 2 M ALL B-III 46,XY,dic(9;20)(p11;q11),+21[8]/46,XY[19] del
11 2 F ALL B-II 46,XX,dic(9;20)(p11;q11),+21[5]/47,idem,+9[23] del
12 5 M ALL B-III 47,XY,+7,dic(9;20)(p12;q11),+21[12]/46,XY[3] del
13 6 F ALL B-II 47,XX,+X,+8,dic(9;20)(p11;q11)[19]/46,XX[2] del
14 56 M ALL B-II 46,XY,+9,dic(9;20)(p11;q11)[16]/46,idem,del(9)(q11~12q32)[4] del
15 27 F ALL B-II 45,XX,dic(9;20)(p11;q11)[6]/45,sl,del(1)(p32p34)[6]/47,sl,+18,+20[4]/46,XX[4] del
16 3 F ALL B-II 45,XX,dic(7;9)(p11;p11)[11]/46,XX[6] del
17 53 M ALL B-II 45,XY,dic(7;9)(p11;p11)[16]/46,XY[4] del
18 27 M ALL B-III 45,XY,dic(7;9)(p11;p11),add(17)(p10)[10]/45,idem,inv(13)(q14q21)[4] del
19 19 F ALL B-II 45,XX,dic(9;12)(p12;p12),t(10;13)(q25;q34)[2]/46,XX[20] del
20 15 M ALL B-II 46,XY,+8,dic(9;12)(p13;p11)[24]/46,XY[3] del
21 17 M ALL B-III 45,XY,dic(9;15)(p11;p11)[20] del
22 21 M ALL B-III 45,XY,dic(9;17)(p11;p11)[1]/44,idem,-4,r(16)[cp37]/46,XY[3] del
23 2 M ALL B-II 46,XY,t(9;17)(p13;q22)[8]/46,XY[3] del
24 10 M ALL B-II 46,XY,der(9)t(9;9)(p11~12;q21)[17] del
25 58 M ALL B-II 46,XY,add(9)(p12)[4]/46,XY[16] del
26 9 M ALL B-III 46,XY,inv(9)(p12q12)[28]/46,XY[2] del
27 51 M ALL B-II 46,XY,t(1;5)(q21;q31),del(9)(p12)[5]/46,XY[15] del
28 15 M ALL B-II 46,XY,ins(5;5)(q12;q12q23),del(9)(p12)[25] del
29 8 M ALL B-II 47,XY,del(9)(p12),add(10)(q24),del(20)(q13.1q13.3),+21c[26] del
30 12 M ALL B-III 46,XY,del(9)(p12),del(12)(p11p13)[13]/46,XY[5] del
31 2 M ALL B-II 45,XY,der(9;14)(p12;q11),add(22)(p11)[4]/46,XY[30] del
32 29 M ALL B-I 45,XY,add(9)(p11),-20[18]/46,idem,+21[5]/46,XY[2] del
33 4 F ALL B-II 46,XX,add(12)(p13),del(19)(q12)[14]/46,idem,add(9)(p12)[13]/46,XX[3] del
34 9 M ALL B 45,XY,t(1;3)(q43;q23),add(9)(p12),del(12)(p13),add(15)(q26),-20[16]/46,XY[6] del
35 2 M ALL B 45,XY,-7,inv(9)(p13q33),add(20)(q12)[24]/46,XY[1] pres
36 17 M ALL B-II 47,XY,der(1)t(1;5)(p11;q31q31),+der(5)t(1;5)(p12;q22),i(9)(q10),del(13)(q13q31)[12]/46,XY[8] del












41 51 M ALL B-III
46,XY,add(3)(q11),t(5;6)(q31~21;q16~15),i(9)(q10),ins(9;3)(p21;q?21),der(18)t(3;18)(q22;q23)
25]/46,XY[2] del, pres
42 4 F ALL B-III 46,XX,del(13)(q13q21)[1]/47,sl,+21[cp7]/47,sdl1,t(6;9)(p2?;p13)[3]/46,XX[5] pres
43 2 F ALL B-II 46,XX,add(7)(p12),der(9)inv(9)(p13q32)t(7;9)(p12;q32),der(20)t(9;20)(p13;p13)[11]/46,XX[3] pres
44 18 M ALL B-II 45,XY,t(2;18)(p25;q21),dic(8;9)(p11;p12),t(9;16)(p22;q23)[5]/46,idem,+12[2]/46,XY[8] del, pres









48 22 M ALL B-II
46,XY,t(9;13)(p21;q13),i(9)(q10)[1]/46,XY,der(3)?inv(3)(p11q21)t(3;20)(q28;p11),der(9)t(9;13)
nv(9)(p12q32),der(13)t(9;13),der(20)t(3;20)(p11;p11)[16]/46,XY[3] del, pres
49 13 M ALL B-II
46,XY,t(9;13)(p12;q13~14)[7]/46,sl,del(6)(q12q16)[5]/46,sdl1,i(17)(q10)[2]/46,sdl1,del(9)(p11)
2]/46,sdl2,-21,+mar[2] del




51 73 F ALL B-II 45,XX,der(9)t(9;17)(p13;q22),der(17)del(17)(p11)t(9;17)(p13;q22),-19[3]/46,XX[2] pres




53 2 F ALL B-II 46,XX,der(9)t(9;22)(p12;q?),der(20)t(20;22)(?;q?),+21,-22[32]/46,XX[10] del
54 79 M ALL B-II 46,XY,t(9;22)(q34;q11),del(9)(p12)[18] BCR/ABL1 del
55 49 M ALL B 46,XY,t(9;22)(q34;q11)[27]/45,idem,dic(7;9)(p11;p11)[4] BCR/ABL1 del
56 50 M ALL B-II 45,XY,der(8)t(8;8)(p?;q?),t(9;22)(q34;q11),dic(9;20)(p13;q11)[20] BCR/ABL1 del
57 73 F ALL B 45,XX,t(9;22)(q34;q11),der(9)t(1;9)(q11;p11),-13,der(16)t(13;16)(q11;p11)[11]/46,XX[1 BCR/ABL1 del
58 51 M ALL B-II 46,XY,i(8)(q10),t(9;22)(q34;q11),der(9)t(8;9)(q1?;p12)[45]/46,XY[4] BCR/ABL1 del
59 33 F ALL B-I 46,XX,t(9;22)(q34;q11),ins(12;9)(p13;p12p21)[9]/46,XX[6] BCR/ABL1 del
60 63 F ALL B-III 46,XX,+X,add(2)(q37),-7,t(9;22)(q34;q11),der(9)t(9;22)(p11;q11)[5]/46,XX[1 BCR/ABL1 del
61 8 F
ALL B-II
relapse 46,XX,der(9)del(9)(p12)t(9;22)(q34;q11),der(22)t(9;22)[17]/46,XX[3] BCR/ABL1 del






64 47 F ALL B-II
47,X,-
X,del(4)(q11),i(8)(q10),der(9)add(9)(p11)t(9;22)(q34;q11),der(22)t(9;22),+2mar[1]/46,XX[5] BCR/ABL1 del
65 64 M ALL B-II 45,XY,-7,der(9)add(9)(p12)t(9;22)(q34;q11),der(22)t(9;22)[3]/46,XY[17] BCR/ABL1 del
66 57 F ALL B-II 46,XX,ins(2;9)(p23;p21p24),der(9)del(9)(p12)t(9;22)(q34;q11),der(22)t(9;22)[10]/46,XX[10 BCR/ABL1 del
67 60 F ALL B-III
46,XX,der(2)t(2;9)(p23;p21),der(7)t(2;7)(p24;p15),der(9)t(7;9)(p22;p11)t(9;22)(q34;q11),der(22
t(9;22)[22] BCR/ABL1 del
68 8 M ALL B-II
46,XY,der(9)del(9)(p12)t(9;22)(q34;q11),der(22)t(9;22)[14]/46,XY,der(9)t(5;9)(q11;p12)t(9;22)(
q34;q11),der(22)t(9;22)[2]/46,XY[10] BCR/ABL1 del




70 79 F ALL B-II
48,XX,der(9)t(8;9)(q11;p12)t(9;22)(q34;q11),-
20,der(22)t(9;22),+der(22)t(9;22),+2mar[cp11]/46,XX[11] BCR/ABL1 del
71 48 M ALL B-II
46,XY,t(9;22)(q34;q11)[3]/46,sl,del(9)(p13)[?]/46,sdl1,der(8)t(8;9)(q12;p13),der(9)t(8,9)(q12;p1
3)t(9;22)(q34;q11),der(22)t(9;22)[17] BCR/ABL1 del, pres
72 3 M ALL B-II
46,XY,der(9)(22q11::9q34::9p11-
>9q34::22q11),der(22)t(9;22)[8]/45,idem,dic(8;17)(p11;p11)[11]/46,XY[1] BCR/ABL1 del




74 10 M ALL B-III 46,XY,del(9)(p21),del(9)(p12),der(19)t(1;19)(q23;p13)[12]/46,XY[5] TCF3/PBX1 del, pres
75 7 F ALL B-III 46,XX,i(9)(q10),der(19)t(1;19)(q23;p13)[28] TCF3/PBX1 del
76 13 M ALL B-III 46,XY,i(9)(q10),der(19)t(1;19)(q23;p13)[2]/45,idem,-6[5]/46,XY[10] TCF3/PBX1 del
77 4 M ALL B-III 46,XY,del(6)(q23),i(9)(q10),del(13)(q13q31),der(19)t(1;19)(q23;p13)[8]/46,XY[9] TCF3/PBX1 del




79 20 M ALL B-III 46,XY,der(9)t(9;9)(p12;q11),der(19)t(1;19)(q23;p13)[7] TCF3/PBX1 del
80 14 M ALL B-III
46,XY,add(7)(p?),der(9)t(9;9)(p12;q33),del(14)(q2?),der(19)t(1;19)(q23;p13)[cp12]/50,idem,+2
2,+3mar[cp5]/46,XY[3] TCF3/PBX1 del
81 3 F ALL B-III 46,XX,t(1;19)(q23;p13)[3]/45,idem,i(9)(q10),-17 or der(9;17)(q?;q?)[15] TCF3/PBX1 del
82 15 M ALL B-III
46,XY,der(9)t(9;20)(p13;p11),der(11)t(9;11)(p21;q23),der(19)t(1;19)(q23;p13),der(20)t(20;21)(p
11;q11)[11]/46,idem,del(6)(q15q24)[3] TCF3/PBX1 del
83 3 F ALL B-II 48,XX,add(9)(p11),+2mar[4]/46,XX[16] ETV6/RUNX1 del
84 2 F ALL B-II 49,XX,+X,+add(9)(p12),-20,+21,+21[11]/50,idem,+X[13]/46,XX[10] ETV6/RUNX1 del
85 4 F ALL B-II 46,XX,der(9)t(9;17)(p12;q12),del(12)(p12p13),del(17)(q12)[cp3]/46,XX[17] ETV6/RUNX1 del
86 3 M ALL B-II 45,XY,del(6)(q16q23),dic(9;12)(p12;p12)[10]/46,XY[5] ETV6/RUNX1 del




88 28 F ALL B-II 45,X,-X,add(1)(p11),add(4)(q12),del(6)(p23),i(9)(q10),add(11)(p13),add(14)(q32)[16]/46,XX[4 IGH del
89 14 F ALL B-II
45,XX,-6,t(6;14)(p22;q32),+del(7)(q22),add(9)(p12),+i(9)(q10),-10,add(12)(p13),-13,-
14,+?21[cp11]/46,XX[17] IGH del
90 58 M ALL B-II 44,X,-Y,t(6;14)(p22;q32),dic(7;9)(p11;p11)[7]/46,XY[5] IGH del
91 9 M ALL B-II 47,XY,+5,t(6;14)(p22;q32),t(7;11;9)(q35;p14~15;p22),i(9)(q10)[8]/46,XY[21] IGH del, pres
92 1 month M ALL B-I 46,XY,inv(9)(p11q13),t(11;19)(q23;p13.3)[2]/47,idem,+X[32] MLL/ENL pres
Intragenic PAX5 rearrangment (n=32)
93 1 M ALL B-III 46,XY,t(7;9)(q11;p13)[21]/46,XY[3] pres
out of frame
PAX5 (exon 5) /POM121 (exon 3)
94 16 M ALL B-III 46,Y,t(X;9)(p21;p13),del(12)(p12)[29]/46,XY[1] pres No material avalaible
95 1 F ALL B-III
45,XX,del(4)(p11p15),dic(7;9)(p11;p13),t(9;11)(p22;q23),-
13,add(18)(q?),+der(?)t(?;9)(?;p13)[8]/46,XX[15] MLL/MLLT3 pres No material avalaible
96 4 M ALL B-III 46,Y,t(X;9)(q21;p13)[10]/46,XY[10] par del PAX5 (exon 5) / DACH2 (exon 3)
97 44 F ALL B-II 46,XX,der(9)t(3;9)(p14;p13)[8]/46,XX[5] par del PAX5 (exon 6) / FOXP1 (exon 7)
98 56 F ALL B-II 46,XX,inv(2)(p11q13)?c[3]/46,idem,t(3;9)(p14;p13),t(10;14)(p12;q32)[15] IGH pres PAX5 (exon 6)/ FOXP1 (exon 7)
99 8 M ALL B-II 45,XY,dic(9;12)(p13;p13)[19]/46,XY[5] par del PAX5 (exon 4) /ETV6 (exon 3)
100 26 M ALL B-II 45,XY,dic(9;12)(p13;p13)[4]/46,XY[6] par del PAX5 (exon 4) /ETV6 (exon 3)
101 2 M ALL B-II 45,XY,der(9)t(9;17)(p13;p11),dic(17;20)(p11;q11)[20]/46,XY[3] par del PAX5 (exon 5) / NCOR1 (exon 43)
102 3 F ALL B-III 46,XX,+X,dic(9;17)(p13;q11),der(20)t(17;20)(q11;q11)[17]/46,XX[3] par del
opposite orientation
PAX5 (exon 5) / TAOK1 (intron 20-
19)
103 21 M ALL B-II 49,XY,+5,+der(9)t(9;15)(p13;q24),+21[11]/46,XY[5] par del PAX5 (exon6)/GOLGA6 (exon3)
104 82 M ALL B-II 46,XY,t(3;9)(p11;p13)[3]/46,XY[12] par del No material avalaible
105 15 F ALL B-II 45,XX,der(2)(2pter->2q32::3::9),der(3)t(3;2)(?;?),dic(9;12)(p13;p13)[24]/46,XX[6] par del PAX5 (exon4)-ETV6 (exon3)
106 6 M ALL B-II
48,XY,+8,+8,dic(9;12)(p12;p12),+der(12)(12q11-
>12p13::9p13:),der(13)del(13)(q13q21)t(11;13)(?;?)[18]/46,XY[2] par del, del No material avalaible
107 1.5 M ALL B-II 45,XY,dic(9;16)(p13;p11),der(20)t(16;20)(p11;q11)[17]/46,XY[1] par del truncated PAX5
108 15 M ALL B-III 45,XY,dic(9;16)(p13;q11)[16]/44,idem,-21[3] par del truncated PAX5
109 2 M ALL B-II
45,XY,der(4)t(4;14)(p16;q11),dup(8)(q22q24),dic(9;16)(p12;q11),-
14,+der(?)t(?;9)(?;p13)[9]/45,idem,del(7)(q11)[6] par del, del No fusion trancript detected
110 1 M ALL B-III 46,XY,t(1;10)(p13;p12),t(9;17)(p13;p12)[4]/46,XY[13] par del No material avalaible
111 2 M ALL B-II 45,XY,dic(9;20)(p13;q11)[2]/46,XY[1] par del No fusion transcript detected
112 2 M ALL B-III 45,XY,dic(9;20)(p13;q11)[13]/46,XY[7] par del
truncated PAX5
PAX5 (exon 5) /PLAGL2
113 2 F ALL B-III 46,XX,dic(9;20)(p13;q11),+del(20)(q11)[15]/46,XX[1] par del No material avalaible
114 3 F ALL B-II 46,XX,der(9)del(9)(p13)del(9)(q11),der(20)(20pter->20q11::9p13::9q11->9qter)[13]/46,XX[1 par del No material avalaible
115 1 F ALL B-II
45,XX,dic(9;20)(p13;q11),inv(9)(q22q34)[4]/45,XX,der(9)(::9p13->9q13::9p13->?::9q13-
>9q22::?9q34->9q22) ,-20[3]/46,sl,+der(9)add(9)(p13)del(9)(q1?2)[12] par del, del No fusion transcript detected
116 2 M ALL B-III 45,XY,der(5)t(5;18)(q35;q11~12),add(9)(p13),-18[28]/46,XY[5] par del No fusion transcript detected
117 3 M ALL B-II 45,XY,t(1;5)(q24;q35),dic(9;17)(p13;p11)[5]/46,XY[26] par del No fusion transcript detected
118 14 M ALL B-II 46,XY,t(7;?)(?;?),t(9;14)(p22;q12),del(9)(p13p24)[6]/46,XY[24] par del, pres PAX5 (exon5)/JAK2 (exon19)
119 37 M ALL-BIII 46,XY,t(7;9)(q11;p13)[17] pres PAX5 (exon 7) /ELN (exon 2)
120 4 M ALL B-I 46,XY,t(7;9)(q11;p13)[2]/46,XY[18] pres PAX5 (exon 7) /ELN (exon 2)
121 16 M ALL B-II 46,XY,t(7;9)(q11;p13),del(9)(p21)[14]/46,XY[1] pres PAX5 (exon 7) /ELN (exon 2)
122 57 F ALL B-II 46,XX,add(9)(p13)[3]/48,idem,+4,+21[7]/46,XX[6] par del truncated PAX5
123 8 F ALL B-III 45,XX,del(6)(q?q?),-9,der(12)(12qter->12p12::9p13::9q11->9qter)[6]/46,XX[4] par del No material avalaible
124 78 F ALL B-II 46,XX,t(9;11)(p13;q22),del(20)(q12)[3]/46,XX,dup(8)(q?q?)[3]/46,XX[14 par del No material avalaible
telomeric breakpoint (n=29)
125 5 F ALL B-II 46,XX,del(9)(p21)[6]/46,XX[22] pres
126 1 F ALL B-II 45,XX,dic(9;20)(p21;q11)[13]/46,XX[7] pres
127 3 M ALL B-III 45,XY,dic(9;20)(p13;q11)[5]/46,idem,+21[3]/46,XY[7] par del
128 1 F ALL B-II 45,XX,dic(9;20)(p21;q12)[3]/46,idem,+mar[2]/46,XX[13] pres
129 21 F ALL B-II 46,XX,t(2;9)(q22;p21)[19]/46,XX[1] pres
130 63 M ALL B-III 46,XY,der(9)t(7;9)(q35;p24)[13]/46,XY[2] pres
131 16 M ALL B-II 46,XY,add(9)(p21)[2]/46,XY[18] pres
132 5 F ALL B-II 47,XX,del(1)(q32),inv(9)(p22~23q11),+21c[21]/47,XX,+21c[39] pres
133 8 M ALL B 46,XY,der(9)t(9;9)(p23;q21),idic(9;9)(p21;p21)[12]/46,XY[8] pres
134 13 F ALL B-II 46,XX,add(1)(p3?5),t(9;15)(p22;q12)[9]/46,XX[7] pres
135 52 M ALL B-I
46,XY,del(3)(q2?6),del(6)(q2?1q2?3),del(9)(p21),-11,-
12,del(12)(p11),del(13)(q13q21),+2mar[5]/46,XY[10] pres









139 10 F ALL B-III
46,XX,t(3;4)(q12;q35),t(5;8)(q14;q21),der(7)t(7;9)(q22;q31),der(9)add(9)(p23)t(7;9)(q22;q31),d
el(9)(p21)[18]/46,XX[2] pres
140 12 M ALL B-II
46,XY,add(4)(q35),t(8;9)(q24;p22),add(9)(p23),add(12)(p13)[16]/46,idem,der(8)t(8;8)(p23;q21)
4]/46,XY[7] pres
141 12 M ALL B-III 50,XY,+X,+4,+8,t(9;9)(p13;q11),+12[7]/51,idem,-12,+13,+21[12]/46,XY[1] par del





















147 5 M ALL B-III 46,XY,add(1)(q43),del(9)(p21),del(12)(p13)[16]/46,XY[1] ETV6/RUNX1 pres
148 15 M
ALL B-II
relapse 47,XY,t(5;12)(q22;p12),del(7)(p15),add(9)(p22),+10[6]/46,XY[1] ETV6/RUNX1 pres
149 12 M ALL B-II
46,XY,t(2;3)(p16;p14),del(6)(q14),t(11;19)(p11;q11),t(12;20)(p12;q12),der(16)t(16;19),der(16)t(
16;21)[9]/46,sl,-4,t(5;9)(p?14;p23),+21[16]/49,sl,+10,+19,+21[cp6]/50,sdl1,+2[5]/46,XY[4] ETV6/RUNX1 pres
150 5 F ALL B-II
46,XX,del(8)(q11),dic(9;13)(p21;p11),+10,del(11)(q21),add(12)(p13),add(15)(q14~15)[16]/47,id
em,+der(21)t(12;21)[3]/46,XX[6] ETV6/RUNX1 pres
151 2 M ALL B-II 46,XY,t(5;9)(q22;p22)[3]/46,XY[20] BCR/ABL1 pres
152 41 M ALL B-III
55,XY,+X,+4,+6,t(9;22)(q34;q11),der(9)(9q34::22q11::9p21-
>9q34),+11,+14,+14,+17,+21,+21[11] BCR/ABL1 pres
































































































































































































































































































































































































































































































































































































Detection method Reference 
 
dic(9;12)(p13;p13) PAX5-ETV6 
5’ RACE PCR 
RT-PCR 













Mullighan et al. Nature 2007 
This work 
t(9;18)(p13;q11) PAX5-ZNF521 SNP-array Mullighan et al. Nature 2007 
t(7;9)(q11;p13) PAX5-AUTS2 SNP array Kawamata et al. PNAS 2008 
dic(9;20)(p13;q11) PAX5-C20orf112 SNP array Kawamata et al. PNAS 2008 
t(9;9)(p13;p24) PAX5-JAK2 
3’RACE Nebral et al. Leukaemia 2009 
This work 




Nebral et al. Leukaemia 2009 
This work 
t(1;9)(p13;p13) PAX5-HIPK1 3’RACE Nebral et al. Leukaemia 2009 
t(9;13)(p13;q21) PAX5-DACH1 3’RACE Nebral et al. Leukaemia 2009 
dic(7;9)(p12;p13) PAX5-LOC392027 SNP array An et al. PNAS 2008 
dic(9;12)(p13;p12) PAX5-SLCO1B3 SNP array An et al. PNAS 2008 
dic(9;20)(p13;q11) PAX5-ASXL1 SNP array An et al. PNAS 2008 
dic(9;20)(p13;q11) PAX5-KIF3B SNP array An et al. PNAS 2008 
t(X;9)(q21;p13) PAX5-DACH2 RCA-3’RACE This work 
t(9;17)(p13;p11) PAX5-NCoR1 RCA-3’RACE This work 
t(9;15)(p13;q24) PAX5-GOLGA6 RCA-3’RACE This work 
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 5’P 3’ 
3’ 5’ 
Reverse transcritpion (SuperScript III) 
Chimeric mRNA 
Chimeric cDNA 
Self cDNA circularization (CircLigase) 
Rolling Circle Amplification ( Φ29 DNA polymerase)
Generation of target gene enriched cDNA matrix 
Exo - resistant  PAX5  specific primer 
Inverse PCR using specific primers 
5’ 3’ cDNA 
TTTTTTTT 
PAX5  PAX5  PAX5  
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Ces travaux apportent plusieurs réponses aux questions posées lors de la conception du 
projet : 
PAX5 étant situé en 9p13, dans quelles proportions est-il remanié ou délété chez ces 
patients ?  
Nous avons mis en évidence que parmi les 10% de patients porteurs d’un 
remaniement en 9p et atteints d’une LAL-B, près de 80%  d’entre eux ont une 
altération du locus de PAX5 (jusqu’à 90% pour les patients présentant un 
chromosome dicentrique impliquant le bras 9p). Dans ¾ des cas, il s’agit d’une 
délétion d’un allèle entier et dans ¼ des cas, la séquence de PAX5 est coupée et 
associée à une séquence non contiguë. La configuration remaniée du locus de 
PAX5 est potentiellement associée à la production d’un produit de fusion. Mis en 
parallèle avec l’importance démontrée de Pax5 dans l’ontogénie B normale, les 
altérations structurales du locus de PAX5 apparaissent être des événements  
moléculaires importants dans le développement de ces pathologies. 
 
Les remaniements de PAX5 sont-ils associés à d’autres anomalies canoniques des LAL-
B ? 
Nous avons constaté dans cette étude que les patients n’ayant pas d’altérations 
de PAX5 ont une distribution de profils caryotypiques classiques. Nous avons 
également noté que les patients présentant une délétion de PAX5 sont porteurs de 
significativement plus d’anomalies canoniques que la proportion retrouvée dans 
les LAL-B tout venant. En particulier, ce groupe de patients, comptant pour 60% 
des cas de la cohorte, contient 90% des patients porteurs de remaniements BCR-
ABL et E2A-PBX1. Nous avons aussi relevé que la majorité des patients ayant une 
délétion d’un allèle de PAX5 ou bien ses deux allèles intacts (points de cassure 
centromériques ou télomériques) montrent un caryotype complexe, c'est-à-dire au 
moins 3 anomalies chromosomiques indépendantes. La délétion de PAX5 apparaît 
donc comme un événement secondaire aux vues des profils cytogénétiques de ces 
patients. Le groupe de patients porteurs d’un point de cassure interne au locus de 
PAX5 a des caractéristiques bien différentes. Les enfants y sont significativement 
plus  représentés que les adultes. De plus, le remaniement de PAX5 est très 
rarement associé à d’autres anomalies canoniques et les caryotypes n’ont en 
général que l’anomalie impliquant PAX5. Les différences de profils caryotypiques 
de ce groupe avec les deux précédents nous amènent à penser que les 
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remaniements touchant à l’intégrité du gène PAX5 sont des événements initiateurs 
de la leucémogenèse.  
 
Quelles sont les similitudes des différents partenaires de fusion de PAX5 ? 
Cette étude nous a permis de découvrir 4 nouveaux partenaires de fusion de 
PAX5. Cependant, les comparaisons de structures ou de fonctions ne nous ont pas 
permis de dégager des caractéristiques communes à ces gènes partenaires, y 
compris en analysant rétrospectivement l’ensemble des gènes fusionnés à PAX5 
décrits dans la littérature. Cela dit, nous avons pu distinguer deux classes de 
fusions : celles menant à la production d’un transcrit de fusion dans le cadre de 
lecture, susceptible de produire une protéine de fusion conjuguant des domaines 
fonctionnels de PAX5 et de son partenaire ; et celles menant à la production d’un 
transcrit tronqué de PAX5, dont le gène partenaire (ou l’absence de gène 
partenaire) ne conduit pas à un produit de fusion mais à une protéine PAX5 
tronquée.  
Chez les patients présentant un remaniement interne du locus de PAX5, nous ne 
pouvons pas statuer sur l’hypothèse d’une contribution oncogénique du partenaire 
de fusion à ce stade. Cette contribution pourrait se faire par l’apport de domaines à 
la protéine chimère PAX5-X ou par l’altération d’un de ses allèles (dans le cas des 
fusions hors du cadre de lecture ou en sens inverse). En particulier, ETV6, FOXP1 
ou JAK2 sont des facteurs ayant un rôle identifié dans l’hématopoïèse ou dans 
l’oncogenèse. 
D’autres partenaires de PAX5 n’ont pas de fonction déterminée à ce jour et 
pourraient également se révéler comme des acteurs de la transformation 
leucémique. L’étude des translocations chromosomiques, même rares, est une 
approche pouvant permettre l’identification de nouveaux acteurs de l’oncogenèse. 
A titre d’exemple, il se pourrait que DACH2 soit capable d’influencer le cycle 
cellulaire. DACH1, qui présente une forte analogie avec lui, a été montré comme 
impliqué dans la régulation de p27kip1. De plus, une translocation PAX5-DACH1 
avait été décrite par le groupe de Sabine Strehl (Nebral et al., 2009). Nous pouvons 
aussi souligner que DACH2 est localisé sur le chromosome X chez un garçon, ce 
qui entraine la suppression de son seul allèle sauvage lorsqu’il est associé avec 
PAX5. Bien que ce cas soit unique, cette translocation chromosomique donne une 
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justification à recherches ultérieures sur l’implication de DACH2 dans les 
mécanismes oncogéniques.  
A ce stade, nous pouvons noter la conservation systématique des domaines PBD, 
OP et NLS de PAX5 (excepté le NLS dans la fusion PAX5-ETV6 où il est apporté 
par ETV6). 
 
 En plus de ces résultats, nous avons noté des délétions particulièrement fréquentes de 
matériel des bras chromosomiques 20q, 12p, 6q, 7p et 17p. Cette observation nous suggère 
que certains gènes ou groupes de gènes présents dans ces régions participent au 
développement de la pathologie par un mécanisme d’haploinsuffisance. Cependant, les 
investigations nécessaires pour identifier de tels acteurs parmi des milliers de gènes ne sont 
pas techniquement envisageables pour le moment. La figure S1 (version couleur en annexe#4) 
nous montre quelles sont les régions impliquées en association avec les altérations 9p et 
reflète la complexité de procéder à une telle analyse. 
 Concernant le chromosome 7, nous avons remarqué que plusieurs partenaires de 
fusion étaient situés dans une région assez restreinte. Il s’agit de PAX5-ELN, PAX5-POM121 
et de PAX5-AUTS2 (que nous décrivons comme anomalie récurrente dans le rapport de cas 
suivant).  Ces trois partenaires ne présentent pas de caractéristiques fonctionnelles ou 
structurales communes. Cette observation pourrait  souligner la présence en 7q11 d’un gène 
important coopérant avec l’altération de PAX5 dans l’émergence de la pathologie. La 
redondance de l’association de l’ELN (3 cas) et d’AUTS2 (2 cas) suggère que ces événements 
sont sélectionnés. L’altération d’un de ces deux gènes peut être un événement collaboratif à la 
fusion de PAX5 dans le développement leucémique chez ces patients. L’ELN étant une 
protéine de la matrice extracellulaire faiblement sécrétée par les lymphocytes B, sa 
dysfonction semble délicate à relier à un phénotype leucémique. Quant à AUTS2, nous ne 
connaissons pas à ce jour ses fonctions. Au même titre que pour DACH2, il pourrait s’avérer 
intéressant de tester son potentiel oncogénique.  
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PAX5-AUTS2 fusion resulting from t(7;9)(q11.2;p13.2) can now
be classified as recurrent in B cell acute lymphoblastic leukemia
Paired box domain gene 5 (PAX5) is considered as the mas-
ter gene of B-cell differentiation from pro-B to mature B stages
[1]. PAX5 alterations have been reported to occur in 40% of B-
ALL, but rearrangements of this transcription factor result from
9p13 translocations in only 2% of B-ALL [2,3]. To date, it has been
described in fusion genes with 21 partners including transcrip-
tion factors (e.g. ETV6 [4]), tyrosine kinases (e.g. JAK2 [5]) or genes
without functional description (e.g. DACH2 [6]).
Kawamata et al. have recently reported a t(7;9)(q11.2;p13.2) in
a B-ALL, leading to a PAX5-AUTS2 (Autism susceptibility candidate 2)
fusion transcript [7]. AUTS2 gene encodes for a 1259 amino-acid
protein of currently unknown function.
The second case of t(7;9)(q11.2;p13.2)/PAX5-AUTS2 we report
here, shows that this translocation is recurrent in B-ALL and sug-
gests that the 7q11 region might be a hot spot of rearrangements
in B cell ALLs.
A 3-year-old girl presented with hemoglobin 5.9 g/dl, platelets
105G/L, white blood cell count 7.4G/L with 4% neutrophils, 51.5%
lymphocytes, 11% monocytes and 24.5% blasts in peripheral blood.
In bone marrow, the 80% blasts tested positive for lymphoid
markers CD79a+, CD19+, CD20 partial+, cyIgM+, CD10+ and neg-
ative for myeloid markers, thus establishing the diagnosis of a
precursor-B-ALL. The patient had no central neurologic system
involvement, was a good responder to prednisone and achieved
complete remission on day 33 after induction therapy. She has
been in CR for 6 months without any complications related to
therapy.
At diagnosis, cytogenetic studies detected an unbalanced
t(7;9). The karyotype was described as follows 45,XX,-
7,der(9)t(7;9)(q11;p13),dup(16)(p11p13)[14]/46,XX[2]. FISH
analyses were negative for BCR/ABL, TEL/AML1 and MLL rearrange-
ment (Abbott). As this case was similar to the one previously
described, we tested for the presence of a fusion involving PAX5
and AUTS2 genes. Hybridizations with PAX5 specific overlapping
probes (BACprobes RP11-243F8 andRP11-344B23) andAUTS2 spe-
cific flanking probes (BAC probes RP4-715F13 and RP11-409J21)
revealed involvement of PAX5 and AUTS2 on both derivative
chromosomes (Fig. 1(A)).
Reverse transcription was performed using an oligo-dT
primer and Superscript III reverse transcriptase following
the manufacturer’s instructions (Invitrogen). Subsequent PCR
experiments were carried out using PfuUltra II DNA poly-
merase (Stratagene), according to the manufacturer’s instruc-
tions (cycle parameters: [1min/95 ◦C], [20 s/95 ◦C, 20 s/62 ◦C,
1min/72 ◦C]x35, [72min/68 ◦C and 4 ◦C forever]), using PAX5-771F
(exon 3) (5′-CCATGTTTGCCTGGGAGATCAGG-3′) and AUTS2-3002R
(exon 12) (5′-TAGGCCTGTGAATGTAGACG-3′) for the first ampli-
fication, and PAX5-846F (junction between exon 3 and 4)
(5′-GTTCCATCAACAGGATCATCCGG-3′) and AUTS2-3002R for semi-
nested PCR. One product was obtained from the patient sample
(Fig. 1(B)), and the sequence analysis showed a transcript encoding
an in-frame fusion between exon 6 of PAX5 and exon 6 of AUTS2
(Ensembl database) (Fig. 2(A)). Therefore the breakpoints found in
our patient differed from those observed in the previously reported
case that fused the exon 6 of PAX5 with exon 4 of AUTS2. Despite
these different molecular breakpoints, we can assume that the
corresponding predictive fusion proteins are similar. Indeed, only
22 amino acids that do not correspond to any functional domain,
are depleted in our fusion, compared with the one previously
reported. We also verified the presence of the reverse transcript
AUTS2-PAX5 using AUTS2-722F (5′-GACCCCGGCGCAGCAGAAC-3′)
and PAX5-1712R (5′-TGGGCTCTCTGGCTATCTTCAGG-3′). AUTS2-PAX5
was not found. Since AUTS2 is not expressed in B cells, its promoter
which putatively drives the AUTS2-PAX5 reciprocal fusion tran-
scription is non functional. This probably accounts for the absence
of the reverse transcript.
In the PAX5-AUTS2 predictive chimeric protein, a fragment
of PAX5 that contains a DNA binding domain, an octapeptide,
a nuclear localization signal and a homeodomain fuses with an
AUTS2 sequence (from exon 7 to the end of AUTS2) that contains
two proline-rich domains.
Rearrangements between 9p13 and 7q11 are recurrent events
in B-ALL and can result in different fusion transcripts. To date, three
recurrentpartnershavebeenassociatedwith t(7;9)(q11;p13) chro-
mosomal translocations: PAX5-ELN [6,8], PAX5-POM121 [5,6] and
PAX5-AUTS2 [6,7]. The high gene density on the 7q11 locus strongly
suggests that these partners are not randomly associated with
PAX5 (Fig. 2(B)). However, sequence alignment between the pre-
dictive sequences resulting from ELN, POM121 and AUTS2 fusion
proteins did not reveal any structural similarities (multiple align-
ment using Expasy tools: Prodom, InterPro Scan and MotifScan).
Except for their involvement in B cell ALL, these partner genes have
not been associated with any other hematological cancer. There-
fore, the recurrent incidence of 7q11.2 rearrangements associated
with PAX5 disruption suggests that the partner genes located in
7q11provideparticularproperties to the resultingPAX5 fusionpro-
teins. Another assumption might be that other genes also located
in 7q11.2 and involved in oncogenesis, are deleted or deregulated
in such events.
0145-2126/$ – see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Fig. 1. (A) Fluorescent in situ hybridization of PAX5 BAC probes (RP11-344B23 and RP11-243F8) and AUTS2 BAC probes RP4-715F13 and RP11-409J21; (B) Electrophoretic
analysis of PAX5-AUTS2 and AUTS2-PAX5 RT-PCR experiment. Control cDNA corresponds to a B-ALL patient without PAX5 abnormality. Arrow depicts the 1952bp amplified
product corresponding to PAX5-AUTS2 fusion transcript.
Fig. 2. (A) Chromatogram analysis of RT-PCR product, showing the junction between PAX5 exon 6 and AUTS2 exon 6; (B) Genomic representation of 7q11 regions. Gray
rectangles represent already described PAX5 fusion partners on 7q11.
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 Sur la base de nos travaux, les translocations de PAX5 menant à des fusions 
apparaissent comme les événements au plus fort potentiel oncogénique. Nous avons contrôlé 
l’absence de mutations ponctuelles de l’allèle non touché par la technique de HRM 
préalablement utilisée dans notre laboratoire (Annexe#3). Au contraire des mutations 
ponctuelles (Annexe#3), seul l’allèle remanié de PAX5 est altéré. L’autre allèle de PAX5 est 
normal sauf dans un cas où nous avons retrouvé une substitution PAX5/S212L. La  fonction de 
cette mutation n’est pas établie dans la mesure où elle se situe hors des domaines fonctionnels 
de PAX5 (données non présentées). La très rare association d’anomalies canoniques et 
d’autres anomalies caryotypiques aux fusions impliquant PAX5 renforce l’hypothèse du 
caractère princeps de ce type d’altération.  
Nous avons donc avancé la conclusion que les gènes de fusion, ou les formes 
tronquées de PAX5, étaient des anomalies initiatrices des LAL-B. Il nous restait à déterminer 
quelles étaient les impacts de l’expression des mutants de fusion sur les paramètres de 
différenciation et de prolifération des lymphocytes précoces B.  
4. Travaux préliminaires – expression des fusions de 
PAX5 dans la différenciation B 
a) Présentation du modèle 
 Afin de tester notre hypothèse, nous avons utilisé le modèle murin de différenciation B 
ex-vivo inductible par privation en IL-7 (protocole détaillé en Annexe#5 ; (Rolink, 2004)). Ce 
système consiste à purifier des lymphocytes pro-B par un tri B220+/Igκ-/c-Kit+ à partir de 
moelle osseuse de souris C57BL/6 sauvages. Les cellules purifiées sont ensuite cultivées sur 
une couche de cellules stromales murines de type OP9 irradiées à 30Gy (dose sub-létale). Les 
cellules OP9 sont des cellules issues de souris B6C3F1 ostéopétrotiques porteuses d’une 
mutation biallélique du gène du M-CSF (Kodama et al., 1994). In vitro, ces cellules 
fournissent les interactions cellulaires nécessaires à mimer le microenvironnement médullaire 
et sont ainsi capables de supporter la différenciation de multiples lignées hématopoïétiques 
dont la lignée B. Les lymphocytes pro-B triés sont placés en co-culture avec les cellules OP9 
en présence d’IL-7. Au cours de cette culture de 3 jours, les cellules vont avancer en 
différenciation jusqu’au stade pré-BI, ce qui se manifeste par la perte du récepteur c-Kit. Au 
terme de cette période, les lymphocytes vont entrer en phase de prolifération exponentielle. 
C’est donc à 3 jours que nous avons choisi de procéder à la transduction rétrovirale des 
différents mutants clonés dans le vecteur MSCV-IRES-eGFP (MIE). Le vecteur MIE permet 
d’exprimer l’insert sous la dépendance du promoteur LTR et de l’associer à une séquence 
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IRES-GFP. Ceci nous permettra de suivre les cellules effectivement transduites en analysant 
l’expression de la GFP.  Les particules virales ont été générées par transfection des différentes 
constructions du vecteur MIE dans des cellules d’empaquetage Phoenix. Les particules 
rétrovirales produites sont écotropes et n’infectent que les cellules en cycle. Suite à l’infection, 
nous conservons nos cellules 4 jours en présence d’IL-7 afin de leur permettre de proliférer. 
Au terme de cette phase de prolifération, nous avons effectué différentes expériences : soit 
nous avons poursuivi la culture en présence d’IL-7 pour évaluer la progression du phénotype 
au cours du temps ; soit nous avons privé les cellules en IL-7, leur permettant ainsi d’entrer en 
différenciation jusqu’à un stade B immature (manifesté par l’acquisition d’Igκ et la perte de 












Figure 23 : Schéma récapitulatif des 
principales étapes du système de 





Dans l’optique de caractériser les modifications phénotypiques par cytométrie de flux, 
nous avons utilisé plusieurs marquages informatifs sur le stade de progression de la 
différenciation ou sur l’évolution des caractéristiques de prolifération des cellules. Ces 
différents marqueurs sont listés dans le tableau suivant (figure 24).  
Ce modèle présente plusieurs difficultés importantes dans sa mise en place et dans son 
utilisation. Dans la conception même de ce protocole, la mise en différenciation 
s’accompagne d’une mort importante des lymphocytes. La difficulté majeure est de conserver 
suffisamment de cellules transduites en fin d’expérience pour produire des résultats 
statistiquement valables. En outre, des variations minimes des paramètres de culture ont un 
impact notable sur de le phénotype des cellules. Par l’expérience, nous avons aussi remarqué 
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que l’usage de souris jeunes (4 semaines) accroissait sensiblement la quantité de lymphocytes 
pro-B triés. Enfin, la qualité des OP9, de l’IL-7, des cellules triées, des surnageants 
rétroviraux, des milieux utilisés et les durées de manipulation sont des paramètres critiques 
pour le succès de cette expérience. 
Type Spécificité dans le tissus hématopoïétique Nature 
Anti-B220 Anticorps Lignée B
Cible B220, variant de CD45, glycoprotéine de 
surface (Coffman, 1981)
Anti-c-Kit Anticorps Cellules souches et cellules progénitrices
Cible c-Kit, le récepteur transmembranaire au 
SCF, à activité tyrosine kinase (Chabot, 1988)
Anti-BP-1 Anticorps Lymphocytes pré-B
Cible la protéine de surface BP-1, à activité 
aminopeptidase A (Wang and Cooper, 1993)
Anti-Igκ Anticorps Lymphocytes B immatures et B matures Cible la chaine légère κ du BCR (Hieter, 1980)
IP Agent intercalant de l'ADN Cellules nuclées perméables
Iodure de propidium, molécule chimique 
lipophobe (wikipédia)
7-AAD Agent intercalant de l'ADN Cellules nuclées perméables
7-Aminoactinomycine D, molécule chimique 
lipophobe (wikipédia)
Annexine V Protéine Cellules en apoptose Protéine affine pour la phosphatidylsérine
Cell Trace Violet Substrat fluorogéne Toutes les cellules 
Substrat fluorescent des estérases. Capable de 
se fixer stablement sous forme hydrolisée aux 
amines intracellulaires  
Figure 24 : Table des différents marquages utilisés. Les fournisseurs et références sont consultables dans le 
protocole détaillé (Annexe#5) 
 
Parmi les différents mutants dont nous disposions, nous avons choisi de travailler 
sur (figure 24 bis): PAX5 tronqué,  PAX5-NCoR1, PAX5-ELN, et PAX5-ETV6. Julien 
Familiades a mené les mêmes expériences avec des mutants ponctuels qu’il avait identifiés : 
PAX5/P80R et PAX5/G336. Nous avons également effectué ces expériences avec 3 conditions 
contrôle : cellules non transduites, transduites avec MIE vide, et transduites avec PAX5 
sauvage.  
Nous avons choisi d’étudier l’impact de l’expression d’une forme tronquée de PAX5 
car nous l’avons retrouvée chez plusieurs patients. De plus, cette forme code les protéines de 
fusion potentielles créées par les gènes de fusion entre PAX5 et près de la moitié de ses 
partenaires en sens opposé ou hors du cadre de lecture. PAX5 tronqué conserve le domaine de 
liaison à l’ADN, l’octapeptide et le signal de localisation nucléaire. De plus, nous avons 
montré qu’elle était capable d’inhiber la transcription PAX5 dépendante de CD19 dans le 
système rapporteur d’activité luciférase (voir article Blood).   
La protéine PAX5-NCoR1 est elle aussi capable d’inhiber l’activité transcriptionnelle 
de PAX5 dans le même système rapporteur luciférase. NCoR1 (Nuclear receptor CoRepressor 
1) apporte une partie de son domaine inhibiteur ID2 (incluant sa CORNR box 3) à la séquence 
codée par les 5 premiers exons de PAX5.  Le motif CORNR est suffisant pour se lier à des 
récepteurs hormonaux nucléaires, et les séquences qui le flanquent déterminent l’affinité de ce 
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motif pour un récepteur nucléaire particulier (Cohen et al., 2001). NCoR1 est un co-facteur 
répresseur de la transcription et est à ce jour le seul gène de cette famille fonctionnelle à être 
impliqué dans une translocation chromosomique. Il nous a semblé particulièrement intéressant 
d’étudier son impact du fait de la possible action modulatrice de la séquence qu’il apporte sur 
l’activité transcriptionnelle de la chimère.  
 
Figure 24 bis : Structure des différents mutants testés dans le système de différenciation B inductible par 
privation en IL-7. Les pointillés représentent le point de cassure entre la partie de PAX5 et de sa séquence de 
fusion. PBD : Paired Box Domain ; OP : Octapeptide ; NLS : signal de localisation nucléaire ; ID2 : Domaine 
d’interaction avec les récepteurs nucléaires ; HLH : hélice-boucle-hélice ; ETS : domaine de liaison à l’ADN de 
la famille Ets.  
 
PAX5-ELN présente un autre modèle original dans la mesure où c’est le seul exemple 
décrit de fusion d’un facteur de transcription avec une protéine de la matrice extracellulaire. 
Identifiée dans notre laboratoire (Bousquet et al., 2007), elle possède les mêmes propriétés 
inhibitrices sur PAX5 sauvage que PAX5 tronqué et PAX5-NCoR1. De plus, elle est capable 
de se lier à divers sites de régulation de PAX5. L’ELN (Elastine) est consitutée de nombreux 
domaines hydrophobes, ce qui permet son organisation en faisceaux dans le milieu 
extracellulaire (Rosenbloom et al., 1995). La protéine de fusion PAX5-ELN associe les 303 
acides aminés N-terminaux de PAX5 avec les 698 C-terminaux de l’ELN. Cette structure est 
remarquable car le point de cassure après l’exon 7 de PAX5 permet à la chimère de conserver 
l’homéodomaine et une partie du domaine de transactivation de PAX5. De plus, la taille de la 
séquence apportée par l’ELN est considérable et il est envisageable que cet apport cause des 
problèmes d’encombrement stérique à l’activité de PAX5. La présence démontrée de cette 
protéine de fusion dans le noyau pose aussi des questions sur la conformation qu’elle peut 
adopter dans cet environnement biochimique.  
Enfin, nous avons choisi d’étudier l’impact de l’expression de PAX5-ETV6 dans ce 
système. ETV6 (Ets variant 6, ou TEL) est un facteur de transcription impliqué dans 
l’hématopoïèse. Sa fréquente implication dans les leucémies suggère qu’il joue un rôle de 
suppresseur de tumeur en conditions physiologiques  (Raimondi et al., 1997).  Cette fusion est 
106 
également particulière dans la mesure où elle juxtapose la séquence codée par les 4 premiers 
exons de PAX5, c'est-à-dire uniquement son domaine de liaison à l’ADN, avec la quasi-
totalité d’ETV6. Dans la chimère, ETV6 apporte son PoinTed domaiN (PTN) (qui lui permet 
de s’homo et s’hétéro-dimériser), son domaine de liaison à l’ADN situé sur sa partie C-
terminale, et un signal de localisation nucléaire (Park et al., 2006). Contrairement aux autres 
fusions de PAX5, PAX5-ETV6 ne conserve pas l’octapeptide et présente la caractéristique de 
posséder 2 sites différents de liaison à l’ADN. Nous avons pensé que ce profil particulier 
méritait des investigations plus poussées.  
 
b) Résultats expérimentaux préliminaires 
 
Je vais présenter ici des résultats établis et des résultats qui demandent confirmation. 
Les résultats non confirmés à ce jour seront traités avec réserve mais me serviront de support 
de réflexion pour la discussion. Pour les expériences de différenciation ou de culture à long 
terme, nous avons utilisé le FACS FC500 de Beckman-Coulter. Pour les expériences de 
prolifération et d’apoptose, nous avons utilisé le FACS LSRII de BD Biosciences du fait de la 
nécessité d’utiliser un laser excitant dans le violet pour l’analyse du cycle cellulaire.  
(1) Différenciation à 6 jours 
Plan de l’expérience :  
J-7 J-4 J0 J6







Sélection des sous-populations quantifiées (figure 25):  
Les cellules sont sélectionnées par rapport à leur répartition SSC/FSC. Puis les cellules 
vivantes sont sélectionnées par leur absence de marquage à l’IP, témoin de leur 
imperméabilité. Parmi cette population, les cellules B sont fenêtrées grâce à l’expression du 
marqueur B220. Les cellules transduites exprimant la GFP sont ensuite isolées. La fenêtre 
suivante sur la population cible permet d’éliminer les agrégats, événements non représentatifs. 
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Enfin, les populations étudiées sont déterminées en fonction de l’expression de BP-1 en 
ordonnée et de Igκ en abscisse.  
SSC/FSC IP négatives B220 positives


































































Figure 25 : Exemple de   l’analyse des cellules transduites avec le vecteur vide analysées à J6 de différenciation 
en absence d’IL-7. Les flèches rouges symbolisent les 5 niveaux d’imbrication des sous populations. Les 3 sous 
populations décrites dans le rectangle rouge seront dénommées BP-1+/Igκ- (en haut à gauche), BP-1-/Igκ- (en bas 
à gauche) et BP-1-/Igκ+ (à droite) 
 Je présente dans la figure suivante les résultats d’une expérience représentative. Les 
écarts-types correspondent aux variations entre les  échantillons de cellules triées à partir d’un 
même lot de souris, puis séparées dès J-7 en 3 puits différents par condition. Les transductions 
et les cultures ont été effectuées séparément tout au long de l’expérience et chaque échantillon 
a été analysé indépendamment des autres. Pour chaque condition présentée ici, nous 
comparons les différentes sous-populations aux cellules non-transduites et aux cellules 










Figure 26 : Présentation des résultats de la différenciation à 6 jours. Les codes couleurs sont indiqués dans la 
fenêtre en haut à gauche. NT = non-transduites ; WT = MIE-PAX5 sauvage ; TR = MIE-PAX5 tronqué ; NCOR 
= MIE-PAX5-NCoR1 ; ELN = MIE-PAX5-ELN ; ETV = MIE-PAX5-ETV6. Pré-B : lymphocyte précurseur B ; 
Pré-B/B immat. ou dédiff. : lymphocyte à la transition entre les stades petite pré-B et B immature ou bien cellule 
à un stade pro-B ou antérieur ; B immat. ou mat. : lymphocyte B immature ou mature. A : l’histogramme 
représente la répartition des populations en fonction des différents mutants. B : Le premier histogramme montre 
la répartition des sous-populations pour chaque condition à J6 en présence d’IL-7 ; sur la gauche de la proportion 
de chaque condition, sont représentés les taux de cellules des conditions non-transduites et transduites avec MIE 
vide (barres noires et grises respectivement). Le second histogramme est construit sur le même principe. Les 
différences entre chaque condition et les conditions non-transduites et transduites MIE vides ont été estimées 
statistiquement. Les différences significatives sont figurées par * quand p<0,05 et ** quand p<0,01 (test de 
Mann-Whitney). Le « ? » surmontant le point MIE-PAX5 sauvage à J6 sans IL-7 symbolise une réserve quant à 
ce résultat (faible nombre de cellules lors de l’analyse). Cette réserve sera discutée plus loin. C : Le premier 
histogramme représente le taux de lymphocytes B transduits par rapport au nombre de cellules B vivantes non 
transduites à J0 dans chaque puits (%GFP=N[IP-/B220+/ GFP+]/N[ IP-/B220+]). Le second histogramme représente l’évolution de 
la proportion de cellules GFP positives pour les différentes conditions (%GFP=N[IP-/B220+/ GFP+]/N[ IP-/B220+]) ; En vert clair 
est rappelé les proportions de GFP+ à J0 ; en vert moyen les proportions de GFP+ à J6 en présence d’IL-7 ; en 




Figure 26 bis : Illustration des résultats de la figure 26. Présentation des données brutes de FACS (expériences 
représentatives).  
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Nous pouvons à ce stade faire plusieurs remarques : 
 
 A J0, il n’existe pas de différences de répartition des sous populations BP-1+/Igκ-, 
BP-1-/Igκ- et BP-1-/Igκ+ entre les différentes conditions (BP-1+/Igκ- = lymphocytes pré-B ; 
BP-1-/Igκ- = lymphocytes en transition pré-B/B immature ou cellules dérivées ; BP-1-/Igκ+ = 
lymphocytes B immatures ou matures). Cependant nous notons des taux très différents de 
cellules transduites. Ces différences peuvent en partie être dues aux variations de taille des 
différents transgènes, en supposant que la taille de l’insert conditionne son taux d’insertion 
dans le génome. Les taux de transductions pondérés par un facteur calculé sur la base de la 








NT MIE WT TR NCOR ELN ETV
 
 Si cette hypothèse peut expliquer les différences de taux de transduction observés 
entre la condition MIE vide et les mutants PAX5 tronqué,  PAX5-NCoR1, PAX5-ELN, et 
PAX5-ETV6, elle ne peut expliquer le faible taux de cellules IP-/B220+/ GFP+ transduites par 
PAX5 sauvage. La transduction de PAX5 sauvage initialement expérimentée dans l’optique 
d’être utilisée comme condition contrôle, semble avoir un impact sur la viabilité ou la 
prolifération cellulaire. 
A J6, de nombreuses différences apparaissent entre les diverses conditions. En 
présence d’IL-7, le taux de cellules BP-1+/Igκ- de la condition PAX5-NCoR1 est 
significativement plus faible que ceux des autres conditions. La proportion de cellules BP-1-
/Igκ- semble également plus forte pour cette condition. Cela pourrait refléter soit un 
glissement en différenciation de près de 20% des cellules BP-1+/Igκ- (vers la fin du stade pré-
Figure 27 : Taux de cellules transduites pondérés par la taille de l’insert.. En vert clair : taux brut de cellules 
transduites à J0 (pour rappel); en vert moyen : taux corrigés de cellules transduites à J0. Les taux de 
transduction pondérés ont été calculés comme suit : [%pondéré= %brut x (taille insert vide+taille du transgène)/(taille insert 
vide)] 
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BII tardif), soit une dédifférenciation vers un stade plus précoce (pro-B ou pré-pro-B) des 
cellules exprimant PAX5-NCoR1.  
Au bout de 6 jours de privation en IL-7, les profils sont variables entre les mutants :  
Condition PAX5 : De manière surprenante, les cellules présentant le blocage de 
différenciation le plus important sont celles transduites par la forme sauvage de PAX5. En 
effet, les cellules transduites par PAX5 sont bloquées en stade pré-B (3,5 fois plus que les 
cellules des autres conditions contrôle). Les populations BP-1-/Igκ-  et BP-1-/Igκ+ sont 
significativement sous-représentées. Cette condition correspond à une surexpression de PAX5, 
ou plus exactement à une co-expression de la forme humaine et de la forme murine de ce gène. 
Ceci n’est pas sensé avoir une signification fonctionnelle étant donné que les deux protéines 
PAX5 et Pax5 partagent plus de 99% d’homologie, les substitutions étant situées hors des 
domaines fonctionnels identifiés.  Nous émettons toutefois une réserve sur ce résultat étant 
donné le faible nombre d’événements analysés pour ces points en FACS (entre 500 et 2000 [IP-
/B220+/ GFP+] ; plus de 5000 pour toutes les autres conditions, le plus souvent plus de 10000). La 
perturbation des paramètres de prolifération ou de viabilité par PAX5 pourrait être à l’origine 
du phénotype de différenciation observé. Nous avons des difficultés à reproduire ce résultat, 
le nombre de cellules [IP-/B220+/ GFP+] restantes à J6 sans IL-7 étant le facteur limitant de cette 
condition.  
Conditions PAX5 tronqué et PAX5-NCoR1 : Nous avons également relevé des 
blocages de différenciations plus modérés mais significatifs associés à l’expression des 
mutants PAX5 tronqué et PAX5-NCoR1 (jusqu’à respectivement 20% et 80% de plus de 
cellules bloquées au stade pré-B par rapport aux conditions contrôle). Ces populations de 
cellules bloquées se retrouvent manquantes dans les proportions de cellules différenciées pour 
ces deux conditions.  
Conditions PAX5-ELN et PAX5-ETV6 : Concernant les cellules exprimant PAX5-ELN, 
nous avons également observé une tendance de blocage au stade pré-B (à la limite du seuil de 
significativité ; p=0,06). Nous avons noté une diminution de la proportion de lymphocytes 
double négatifs. Ceci peut être vu comme une confirmation de cette tendance, mais ne permet 
pas de distinguer un blocage strict de ces cellules ou une dérivation. Concernant les cellules 
transduites par PAX5-ETV6, nous n’avons noté aucune différence de représentation des 
différents stades par rapport aux conditions contrôle. 
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Les mutants de fusion de PAX5 testés ici, à l’exception de PAX5-ETV6, ont donc une 
fonction inhibitrice sur la différenciation des cellules après 6 jours de privation en IL-7.  
 
Variations de la GFP : Les taux de cellules exprimant les mutants (N[IP-/B220+/ 
GFP+]/N[ IP-/B220+]) évoluent différemment en fonction des conditions. La proportion de cellules 
exprimant PAX5-ELN chute de 75% entre J0 et J6, indépendamment de la présence ou non 
d’IL-7. Ceci pourrait signifier que l’expression prolongée de ce mutant provoque une mort 
cellulaire ou un ralentissement du cycle cellulaire. D’une manière différente, le taux de 
cellules exprimant PAX5-ETV6 diminue de 30% entre les analyses à J6+IL-7 et celles à J6-IL-
7, alors qu’ils ne varient pas entre J0 et J6 en présence d’IL-7. Cette observation nous suggère 
que ce mutant a un rôle dans la viabilité et/ou le cycle cellulaire par l’intermédiaire de la 
signalisation induite par l’IL-7.  
(2) Evolution du cycle cellulaire et de la viabilité 
 
Nous avons quantifié l’apoptose associée à l’expression des différents mutants par un 
test Annexine V-PE/7-AAD sur les cellules B220+/GFP+. Les modifications visibles de 
répartition des nuages de points SSC/FSC sont dues à un changement de FACS (données de 
différenciation sur le FC500 et données d’apoptose et de prolifération sur les LSRII).  






Sélection des cellules (figure 28) 
  Les cellules sont d’abord sélectionnées sur des critères de taille et de granulosité. Le 
LSRII fournit également les paramètres FSC-W et SSC-W, qui en relation avec FSC-A et 
SSC-A permettent d’éliminer les agrégats et les débris cellulaires. Les cellules isolées sont 
ensuite sélectionnées sur l’expression de B220. Puis nous avons fenêtré les cellules GFP 
J-7 J-4 J0 J2     J3 J4






positives et analysé la répartition des populations en fonction des marquages Annexine V (en 
ordonnée) et 7-AAD (en abscisse). 
FSC-A/SSC-A FSC-W/FSC-A SSC-W/SSC-A







































































La figure suivante montre les taux de cellules en apoptose et en nécrose aux différents 
temps de l’expérience et pour l’ensemble des conditions (figures 29 et 29 bis). Les résultats 
présentés ici sont issus de cultures cellulaires effectuées dans les mêmes conditions que les 
échantillons cultivés en présence d’IL-7 dans l’expérience de différenciation. Pour l’ensemble 
des points, nous avons analysé plus de 10000 événements, excepté pour les cellules 
transduites avec PAX5 sauvage où chaque point contient plus de 2500 événements et celles 
transduites avec PAX5-ELN où nous avons analysé au moins 7500 cellules GFP positives.  
 
Figure 28 : Sélection de la sous-population d’étude dans les tests d’apoptose. Les flèches rouges symbolisent 
les 5 niveaux d’imbrication des sous populations. Les 3 sous populations décrites dans le rectangle rouge 
seront dénommées : cellules viables (en bas à gauche), apoptotiques (en haut à gauche), et nécrotiques (en haut 





Figure 29 : Représentation de l’évolution de l’apoptose au cours du temps. Les barres montrent les taux de 
cellules en apoptose ou en nécrose (GFP+/B220+/Annexine V+/IP- + GFP+/B220+/Annexine V+/IP+) ; J0 en 
bordeaux ; J2 en rouge ; J4 en orange. Les tests statistiques montrent l’existence de différences des proportions 
de cellules non viables à J0, J2 ou J4, de chacune des conditions par rapport aux contrôles NT et MIE (test de 
Mann-Whitney; * p<0,05 ; ** p<0,01). NT = non-transduites ; WT = MIE-PAX5 sauvage ; TR = MIE-PAX5 
tronqué ; NCOR = MIE-PAX5-NCoR1 ; ELN = MIE-PAX5-ELN ; ETV = MIE-PAX5-ETV6. 
 





Cette expérience nous indique que les divers transgènes influencent différemment la 
viabilité cellulaire. Alors que les cellules transduites par PAX5 tronqué ont des viabilités 
comparables aux contrôles (cellules non transduites et cellules transduites par MIE vide), 
l’expression ectopique de PAX5 et de PAX5-ELN perturbe significativement ce paramètre.  
Pour ces deux conditions, les mesures effectuées à J0 sont dans le même ordre de grandeur 
que pour les autres conditions. Les différences relevées entre PAX5-NCoR1 et PAX5-ETV6 
par rapport aux conditions contrôle sont moindres. 
Condition PAX5 : En ce qui concerne les cellules transduites avec PAX5, ceci signifie 
que sa surexpression a probablement un effet de frein sur le cycle cellulaire dans les premiers 
temps (entre sa transduction à J-4 et J0). En effet, si l’ajout d’une certaine quantité de PAX5 
était immédiatement pro-apoptotique, nous l’aurions observé dans cette expérience.  Le profil 
ascendant de la courbe de cellules nécrotiques nous renseigne sur la cinétique s’action d’une 
surexpression de PAX5. Par déduction, nous pouvons supposer qu’entre J-4 et J0, une plus 
forte dose de PAX5 va bloquer le cycle cellulaire. Dans les 4 jours qui suivent (J0 à J4), nous 
avons observé que cette surexpression provoque l’apoptose et la mort de près de 30% des 
cellules transduites. Ce phénomène semblerait suffisant pour expliquer la baisse modérée de 
la proportion de cellules GFP+ observée entre J0 et J6 en présence d’IL-7 dans l’expérience de 
différenciation (figure 26).  
Condition PAX5-ELN : Nous avons observé le même profil dans des proportions plus 
modérées pour les cellules transduites avec PAX5-ELN. En associant les profils observés ici 
aux données de taux de cellules GFP+ relevés dans l’expérience de différenciation, nous 
pouvons envisager que l’expression de PAX5-ELN n’a pas d’impact précoce (entre J-4 et J0) 
sur le cycle cellulaire ou sur la viabilité. En effet, le taux de transduction de PAX5-ELN 
pondéré par la taille de l’insert (figure 27) à J0 était comparable à celui des autres mutants. 
Cependant, nous avons observé une augmentation significative de l’apoptose entre J0 et J4 de 
culture en présence d’IL-7. En effet, à J4 près de 20% des cellules transduites avec ce mutant 
sont apototiques ou nécrotiques. PAX5-ELN semble donc toxique pour ces cellules au-delà de 
4 jours après sa transduction. Ceci va dans le sens de la baisse du taux de cellules GFP+ 
observée entre J0 et J6 dans la manipulation de différentiation associée à ce mutant (figure 
26). Cela dit, nous avions relevé une chute de 75% du taux de cellules transduites entre ces 
deux points. Nous ne pouvons pas dire  à ce stade si la toxicité associée à l’expression de 
PAX5-ELN est le seul mécanisme responsable de cette baisse. Au regard des pentes des 
courbes d’apoptose et de nécrose présentées dans cette expérience, il semblerait que ce ne soit 
pas un mécanisme suffisant pour réduire des ¾ la proportion de cellules exprimant PAX5-ELN 
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au bout de 6 jours de culture en IL-7. A ce stade, nous ne pouvons cependant pas exclure un 
accroissement exponentiel de ce phénomène entre J4 et J6. 
En accord avec les hypothèses avancées lors de l’expérience de différenciation, nous 
avons observé que tous les transgènes n’avaient pas des effets équivalents. Cette expérience 
nous a permis de montrer que l’apport de PAX5 ou de PAX5-ELN avait un effet toxique sur 
les lymphocytes B.  
(3) Analyse du cycle cellulaire 
 Dans exactement les mêmes conditions que pour l’expérience portant sur l’évaluation 
de l’apoptose, nous avons évalué le profil du cycle cellulaire à J3 en passant le point J0 afin 
de pondérer la division de fluorescence du Cell Trace Violet pour chaque échantillon (même 
type d’information que le CFSE que nous n’avons pas pu utiliser ici car nos cellules tranduites 
fluorescent dans le même canal). Nous avons limité la durée de culture à 3 jours afin de 
conserver un signal Cell Trace Violet assez fort pour être analysable et également pour éviter 
que des biais de prolifération liés à la saturation des puits en cellules. Les cellules étudiées 
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Figure 30 : Principe d’analyse de la 
prolifération. Le graphique du haut représente 
le signal Cell Trace Violet à J0 et sert d’étalon 
pour l’analyse à J3. Les courbes  gaussiennes 
roses à J3 représentent graphiquement la 
quantification des générations effectuées sous 
FlowJo. Les courbes les plus à droite 
correspondant aux événements contenant le 
plus de Cell Trace Violet (premières 
générations de cellules). En allant vers la 
gauche, la fluorescence se dilue au fur et à 
mesure des divisions des cellules. Nous avons 
choisi de décrire 8 générations par échantillon, 
ce qui est la limite de pertinence statistique 
communément admise.  
 
 
sont les cellules GFP+/ B220+/7-AAD-/Annexine V-, et fenêtrées sur les mêmes paramètres 
SSC-A/FSC-A, SSC-W/SSC-A, FSC-W/FSC-A que pour les tests d’apoptose (cela équivaut à 
sélectionner la population en bas à gauche de la figure 28). Nous avons quantifié les cellules 
des générations 0 à 7 et ajouté les cellules ayant subi 8 ou plus de divisions. La génération des 
résultats s’est faite sur le principe décrit dans la figure 30. Les analyses ont été effectuées 
avec le logiciel FlowJo v7.6.3. La définition de l’intensité du pic de fluorescence du Cell 
Trace Violet a été effectuée à J0 pour chaque échantillon et transposée à la condition à J3. 
S’agissant de la comparaison du même marqueur dans les mêmes espèces cellulaires, nous 
avons pu standardiser le paramètre de largeur des courbes gaussiennes défini par l’algorithme 
de ce logiciel. De plus, nous avons étalonné le coefficient de variation afin de pouvoir 
comparer les différentes conditions entre elles. 
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Sur la figure de résultats (figure 31 et 31 bis), nous avons réuni les points « Cellules 
non transduites » et « Cellules transduites avec le vecteur vide » afin de produire la condition 
contrôle (n=3). Concernant la condition PAX5 tronqué, nous n’avons pas d’écart-type à cause 
d’un défaut d’uniformité de marquage au Cell Trace Violet à J0 sur deux échantillons, rendant 
toute quantification à J3 impossible (n=1 présenté ici pour information). Pour la même raison, 
seulement 2 analyses des conditions PAX5 sauvage et PAX5-ETV6 sont représentées. Pour 



















































































































































































































































































































































































































































Figure 31 bis : Données brutes représentatives de l’analyse de la prolifération. Représentation de l’effet de frein 
de prolifération conféré par PAX5-ELN et de l’effet de gain de prolifération relatif à l’expression de PAX5-
NCoR1. Nème  représente la population de la génération correspondante. En abscisse : intensité de fluorescence de 
Cell Trace Violet ; en ordonnée : nombre d’événements. 
 
Condition PAX5 : Cette expérience nous indique que la surexpression de PAX5 
sauvage pourrait freiner légèrement la prolifération, comme  nous le voyons ici par 
l’augmentation de la proportion de cellules de 4ème génération et la diminution de la 
proportion de cellules de 7ème génération par rapport à la condition contrôle. Les autres 
générations de cellules n’étant pas amplifiées ou diminuées dans cette condition, nous 
pouvons envisager que la surexpression de PAX5 a un effet inhibiteur sur la prolifération des 
cellules en culture en IL-7 à court terme. Cette hypothèse est en accord avec la baisse 
observée du taux de cellules transduites par PAX5 entre J0 et J6 en présence d’IL-7 lors de 
l’expérience de différenciation (figure 26).  
Condition PAX5-ELN : Nous pouvons remarquer un freinage conséquent de la 
prolifération associé à l’expression de PAX5-ELN. En effet, les 4ème et 5ème générations de 
cellules sont significativement plus représentées dans cette condition que dans la condition 
contrôle, alors que la 7ème génération et les générations de cellules au-delà voient leurs 
proportions diminuer. En association avec sa toxicité relevée lors de son expression durant les 
tests d’apoptose, ce résultat renforce l’hypothèse que la réduction de 75% de la proportion de 
cellules GFP+ entre J0 et J6 en présence d’IL-7 (figure 26) est due au cumul d’un effet pro-
apoptotique et d’un effet inhibiteur de prolifération de PAX5-ELN.  
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Condition PAX5-NCoR1 : Au contraire, la chimère PAX5-NCoR1 confère aux cellules 
un fort caractère prolifératif. Les cellules ayant effectué 8 divisions ou plus sont 
significativement surreprésentées au détriment des cellules de 4ème, 5ème et 6ème générations 
par rapport à la condition contrôle. Cette prolifération accrue pourrait expliquer 
l’augmentation de la proportion de cellules en apoptose à J4 pour cette condition. Un effet de 
saturation du puits pourrait expliquer ce phénotype. Cela pourrait expliquer que nous n’ayons 
pas pu relever de différence significative de la proportion de lymphocytes précoces PAX5-
NCoR1 positifs (GFP+) entre J0 et J6 avec IL7 par rapport aux cellules non-transduites des 
mêmes puits. Nous pouvons néanmoins penser qu’il existe une tendance à l’accroissement de 
cette population (figure 26).  
Condition PAX5-ETV6 : Le mutant PAX5-ETV6 ne semble conférer aucune propriété 
de prolifération particulière aux cellules B transduites, ce qui est en accord avec la stabilité de 
la proportion de cellules transduites par ce mutant entre J0 et J6 de culture en IL-7 (figure 26).  
c) Discussion sur les résultats préliminaires 
Ces travaux nous permettent de proposer quelques éléments de réponse aux 
problématiques posées dans ce projet. 
iv) Quels sont les impacts oncogéniques de l’expression des chimères de PAX5 ? 
Nous avons vu dans ces expériences que les différents mutants n’avaient pas des 
propriétés similaires. Nous allons dans ce paragraphe discuter des possibles explications des 
rôles observés pour chacune des conditions.  
 
Le surdosage de PAX5 perturbe la physiologie précoce B 
Nous avons observé que la surexpression de la forme sauvage de PAX5 n’est pas 
anecdotique pour les cellules. L’apport de doses supplémentaires de PAX5 induit une forte 
apoptose et parait freiner la prolifération des cellules pré-B. De plus, lorsqu’elles sont privées 
d’IL-7 dans leur milieu, ces cellules semblent complètement incapables de conduire leur 
différenciation. Le bon dosage de PAX5 apparaît donc être un paramètre central pour la 
conservation des propriétés d’expansion et de différenciation de ces cellules. Une première 
hypothèse consisterait à considérer que le phénotype hyper-prolifératif des lymphocytes pro-B 
PAX5-/- soit dû à la levée d’un frein de prolifération ou à l’absence d’apoptose associée à 
PAX5 (Nutt et al., 1999). Par un raisonnement logique, on peut donc penser qu’une 
surexpression de PAX5 dans ces cellules pourrait engendrer un comportement contraire : 
défaut de prolifération et hausse du taux d’apoptose.  
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Dans l’introduction, nous avons vu que PAX5 régulait des gènes d’adhésion aux 
cellules stromales (Cdc24a et Sdc4)(Pridans et al., 2008). Une seconde hypothèse serait 
qu’une surexpression de ces facteurs, en répercussion de la surexpression de PAX5, pourrait 
modifier les paramètres d’accrochage des lymphocytes pré-B aux cellules stromales. Ayant 
besoin de s’affranchir de leur adhésion aux cellules du stroma pour se diviser, ces 
lymphocytes verraient ainsi leur capacité de prolifération diminuée.  
Concernant le blocage de différenciation associé à la condition PAX5 (si il est 
confirmé), nous pouvons imaginer que l’augmentation d’expression d’éléments du pré-BCR 
tels Cd19, Cd79a, Blnk, VpreB ou λ5 (Cobaleda et al., 2007b; Delogu et al., 2006; Schebesta 
et al., 2007) pourrait être à la base de ce phénotype. La régulation du pré-BCR est cruciale 
pour le franchissement du stade pré-BI. En particulier, son niveau d’expression à la membrane 
semble être un paramètre essentiel pour induire un signal suffisant pour passer ce point de 
contrôle de différenciation (Fuentes-Panana et al., 2004). En toute logique, la surexpression 
de certains de ses éléments suite à la surexpression de PAX5 ne devrait pas faire diminuer ce 
niveau et ne devrait donc pas empêcher la différenciation jusqu’au stade petite pré-B. A ce 
stade, le pré-BCR s’auto régule négativement par l’activation d’Aïolos pour permettre la 
poursuite de la différenciation. En particulier, le rôle inhibiteur d’Aïolos sur la transcription 
des chaines légères de substitution VpreB et λ5 apparaît central (Parker et al., 2005)). Ces 
CLS étant des cibles directes de PAX5, nous pouvons envisager que les cellules arrivées à ce 
stade ne sont pas capables d’abaisser leurs niveaux d’expression. PAX5 pourrait alors activer 
à outrance la transcription de ces cibles et inhiber ainsi l’action inhibitrice d’Aïolos. Ce 
mécanisme pourrait expliquer le blocage de différenciation observé dans cette condition 
figure 26. Afin de tester cette hypothèse, la répétition de cette expérience avec des marqueurs 
discriminants des stades pré-BI, grande pré-B et petite pré-B pourrait s’avérer informative 
(une combinaison anti-CD43/anti-Rag1/anti-CD25 sur cellules perméabilisées par exemple).  
Les propriétés antiprolifératives et pro-apoptotiques des cellules surexprimant PAX5 
ne sont pas contradictoires avec le tableau mutationnel des LAL-B, dans la mesure où la 
duplication 9p est un phénomène très rare et l’amplification de PAX5 est une altération qui n’a 
jamais été rapportée dans ces pathologies. 
L’expression durable de PAX5 tronqué modifie le phénotype des lymphocytes B précoces 
Concernant l’impact de l’expression de la forme tronquée de PAX5, nous avons 
observé qu’elle pouvait induire un léger blocage de la différenciation. Par son action 
d’inhibition compétitrice sur les cibles de PAX5, nous pouvons envisager que les éléments 
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constitutifs du pré-BCR ou de sa signalisation soient sous-exprimés dans ces cellules. Comme 
nous l’avons évoqué, le taux d’expression à la membrane du pré-BCR est un paramètre 
essentiel au franchissement de ce point de contrôle (Fuentes-Panana et al., 2004). PAX5 
tronqué pourrait donc bloquer la différenciation en empêchant PAX5 de transcrire 
suffisamment de constituants du pré-BCR. Les cellules bloquées seraient alors au stade pré-BI. 
Pour ce mutant, nous avons mené d’autres expériences de culture des cellules en 
présence d’IL-7 sur une période plus longue. Nous avons relevé une réexpression 
systématique du marqueur des cellules souches et progénitrices c-Kit dans la majorité des 
cellules au bout de 18 jours. Ceci était accompagné d’un enrichissement des cellules GFP+ 












Figure 32 : Profils GFP/c-Kit des cellules transduites avec PAX5 tronqué au cours du temps. Expérience 
représentative. Les cellules ont été cultivées en présence d’IL-7 et dans les mêmes conditions que décrites pour 
la manipulation de différenciation. Les cellules présentées ici sont sélectionnées sur les critères SSC/FSC et 
B220 positives (la fusée est dûe à l’absence de marquage exclusif de mort cellulaire à l’iodure de propidium ; 
nos taux de transduction étaient plus faibles à l’époque de ces expériences [mars-avril 2010]). 
 
Cette observation pourrait être due à la nécessité d’un laps de temps pour acquérir des 
propriétés oncogéniques. L’augmentation manifeste de la proportion de cellules GFP+ à J12 et 
J18 manifeste soit d’une capacité de prolifération accrue pour les cellules exprimant le mutant 
PAX5 tronqué, soit d’une protection contre l’apoptose de ces cellules par rapport à celles non 
transduites. La clé de la compréhension d’un tel délai nécessaire à l’apparition de ce 
phénotype particulier pourrait résider dans l’existence d’un seuil d’accumulation de PAX5 
tronqué capable d’inhiber assez fortement l’activité de PAX5. Nous avons montré que 
l’inhibition de l’activité de PAX5 par PAX5 tronqué est dose dépendante (voir article Blood). 
Une autre explication possible repose sur la stabilité des cibles de PAX5 inhibées par PAX5 
tronqué. Nous pouvons envisager qu’une période soit nécessaire pour que certaines de ces 
cibles soient dégradées au niveau protéique. Le défaut de leur remplacement dû à l’inhibition 
de leur transcription par PAX5 tronqué pourrait être le mécanisme à l’origine du phénotype 
observé. Des études complémentaires sont nécessaires pour répondre à ces questions.  
L’acquisition du marqueur c-Kit témoigne soit d’une dédifférenciation vers le stade 
pro-B ou pré-pro-B, soit de l’expansion de rares cellules c-Kit positives présentes au moment 
de la transduction. Cet effet de l’expression prolongée de PAX5 tronqué pourrait traduire une 
inhibition quasi complète de l’activité de PAX5, dans la mesure où il est cohérent avec le 
phénotype des cellules pro-B PAX5-/-. Des expériences de différenciation de ces cellules à J18 
vers la lignée T permettraient de tester cette hypothèse.  
Lors des expériences entre J0 et J6 présentées ici, les cellules exprimant PAX5 tronqué 
présentent des caractères oncogéniques modérés. L’expression durable (J12 et J18) de ce 
mutant semble suffisante à l’apparition d’une prolifération excessive et/ou d’un défaut 
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d’apoptose en présence d’IL-7. Son influence sur les capacités de différenciation devra être 
évaluée sur les cellules ayant acquis c-Kit à J18. Des reconstitutions de moelle de souris avec 
ces cellules seront également nécessaires pour tester ses implications dans les paramètres 
propres aux cellules leucémiques.  
 
PAX5-NCoR1 est suffisant pour confèrer des propriétés leucémiques aux cellules pré-B 
Le mutant PAX5-NCoR1 confère des propriétés de prolifération et de blocage de la 
différenciation aux lymphocytes pré-B dans lesquels il s’exprime. La cinétique d’apparition 
de la prolifération est bien plus rapide pour ce mutant que pour les cellules exprimant PAX5 
tronqué. Ceci signifie que le domaine apporté par NCoR1 dans la chimère contribue à 
l’apparition des caractères oncogéniques dans les lymphocytes pré-B. De plus, le blocage des 
cellules au stade pré-B était plus important dans la condition PAX5-NCoR1 que dans la 
condition PAX5 tronqué. Le domaine conservé de NCoR1, fusionné avec le début de PAX5, 
semble donc avoir un impact aggravant sur les deux principaux paramètres pathologiques : le 
blocage de différenciation et la perte du contrôle de la prolifération. Ce caractère spécifique 
de PAX5-NCoR1 pourrait être associé à la conservation de la fonction de co-répresseur 
transcriptionnel de la protéine NCoR1 native dans la chimère. Ce mutant aurait ainsi un effet 
inhibiteur plus puissant sur les cibles de PAX5 que la forme PAX5 tronquée et provoquerait 
une émergence plus rapide du phénotype. Ce plus fort potentiel inhibiteur de PAX5-NCoR1 
par rapport à PAX5 tronqué est d’ailleurs observable dans la figure S4 de notre publication 
dans Blood. A dose équivalente, il inhibe plus fortement la transcription de la luciférase 
dépendante de PAX5.   
Pour ces deux premiers mutants, ces résultats montrent que la nature de l’altération de 
PAX5 a un impact sur le développement B et que l’inhibition de l’activité de PAX5 est 
associée à l’émergence de caractères oncogéniques.  
 
PAX5-ELN a un effet antiprolifératif et pro-apoptotique à court terme sur les lymphocytes 
sauvages précoces  
L’étude du mutant PAX5-ELN nous a révélé des résultats surprenants. Bien qu’il soit 
également capable d’inhibition compétitive sur la transcription dépendante de PAX5 
(Bousquet et al., 2007), nous lui avons associé des propriétés bien différentes de celles des 
précédents mutants. Nous avons observé que son expression menait à une déstabilisation de la 
différenciation de nature différente. Comme pour les cellules exprimant PAX5-NCoR1 ou 
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PAX5 tronqué, les lymphocytes transduits par PAX5-ELN paraissent partiellement bloqués 
aux stades pré-B (p=0.057). Cependant, au lieu d’observer un déficit de cellules différenciées 
ayant acquis Igκ, nous avons observé un défaut du taux de cellules BP1-/Igκ-.  
Sur le plan de la viabilité, PAX5-ELN semble aussi agir autrement. Il est à la fois 
capable de freiner la prolifération et d’induire l’apoptose des cellules dans lesquelles il 
s’exprime. Les caractéristiques des cellules exprimant cette chimère sont en contradiction 
avec celles des blastes dans la pathologie. Nous pourrions envisager qu’un événement 
mutationnel collaboratif soit nécessaire à l’acquisition d’un rôle oncogénique par ce mutant. 
Comme nous l’avons exposé dans le rapport de cas présenté dans ce manuscrit, le locus de 
l’ELN est situé dans une région chromosomique associée de manière récurrente à des 
translocations chromosomiques impliquant PAX5. L’étude des mutants de fusion PAX5-
AUTS2 et PAX5-POM121, eux aussi situés dans cette région 7q11, pourrait apporter un 
éclaircissement sur l’importance de l’altération de cette région dans la leucémogenèse. Dans 
le système que nous utilisons, les mutants sont introduits dans des cellules pré-B normales. En  
utilisant ce système, nous pourrions évaluer l’impact de l’expression de PAX5-AUTS2 et de 
PAX5-POM121. S’ils se comportent comme PAX5-ELN, il sera fort probable qu’un gène 
présent en 7q11 soit altéré dans les LAL-B chez les patients. Cette altération serait alors une 
condition nécessaire à l’émergence de la pathologie.  
Sur un plan structural, PAX5-ELN conserve les exons 6 et 7 de PAX5, qui sont perdus 
dans les autres chimères. Il se pourrait également que les régions codées par cette séquence 
soient associées aux propriétés pro-apoptotiques. La transduction d’une forme de PAX5Δ8-10 
pourrait permettre de tester cette hypothèse.  
Enfin, la présence de cette translocation chez deux adultes (16 et 37 ans) nous suggère 
que des événements additionnels soient nécessaires à l’émergence de la pathologie. 
 
Le mutant PAX5-ETV6 agit différemment des mutants PAX5-NCoR1 et PAX5-ELN 
En ce qui concerne l’expression de la fusion PAX5-ETV6, nos expériences n’ont pas 
permis de l’associer à quelque caractère oncogénique que ce soit. ETV6 étant un facteur de 
transcription également associé à la différenciation dans l’hématopoïèse, la perte d’un de ses 
allèles dans la translocation dic(9;12)(p13;p13) pourrait être un événement collaboratif pour 
l’émergence de la pathologie (Raimondi et al., 1997; Sulong et al., 2009). PAX5-ETV6 
présente aussi la particularité d’être la seule chimère dans le cadre de lecture à perdre la 
région codée par l’exon 5 de PAX5. Ceci pourrait modifier l’impact de cette fusion sur la 
fonction de PAX5 sauvage par rapport aux effets décrits pour PAX5 tronqué et PAX5-NCoR1. 
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Cependant, des propriétés oncogéniques liées à son expression ont été montrées à des temps 
de culture plus tardifs et en analysant des marqueurs différents (Fazio et al., 2008). Les 
auteurs de ce travail ont montré que cette chimère était capable d’inhiber l’activité de PAX5, 
de ralentir la différenciation et de modifier les propriétés de migration des lymphocytes dans 
lesquels elle s’exprime. De plus, sur un fond Pax5-/-, l’expression de ce mutant ne permet pas 
de rétablir le potentiel de différenciation des lymphocytes bloqués au stade pro-B. 
 
L’ensemble de ces travaux renforce l’hypothèse que les fusions de PAX5 peuvent être 
des événements initiateurs de la leucémogenèse. Nous avons pu distinguer des impacts 
oncogéniques différents en fonction de la nature de son partenaire. Comme nous l’avons 
décrit, et comme retrouvé dans la littérature, tous les mutants étudiés ici sont capables 
d’inhiber la transcription dépendante de PAX5. Cependant, tous ne présentent pas des 
propriétés oncogéniques, probablement du fait de la nécessité de répéter ces expériences sur 
des temps plus longs et de l’absence de mutations additionnelles dans le système cellulaire 
utilisé. En particulier, les translocations chromosomiques impliquant PAX5 sont pour la 
plupart associées à la perte du reste de la région télomérique du bras 9p. Cette région 
chromosomique contient notamment CDKN2A dont l’haploinsuffisance pourrait contribuer au 
phénotype leucémique (Sulong et al., 2009). Cependant, nous avons observé des effets 
importants dans la condition PAX5, et dans les conditions des mutants retrouvés chez des 
patients ayant perdu CDKN2A : PAX5 tronqué et PAX5-NCoR1. Ces deux derniers mutants 
conservent les 5 premiers exons de PAX5, comme la plupart des autres fusions de PAX5 
décrites, et semblent donc représentatifs. A partir des résultats préliminaires présentés ici et 
des données de la littérature, nous pouvons esquisser une hypothèse de travail pour expliquer 
les événements associés aux fusions de PAX5 (figure 33).  
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Figure 33 : Hypothèses des impacts des variations d’activité de PAX5. Ce schéma décrit les mécanismes 
possibles associés aux phénotypes observés dans les différentes conditions lors des stades précoces de 
différenciation B. Les cellules pré-B transduites : effectuent leur différenciation correctement si PAX5 a une 
niveau d’activité correct (code couleur vert) ; se dédifférencient si l’activité de PAX5 est trop faible ou perdue 
(code couleur violet) ; sont bloquées à la transition petite pré-B/B immature si PAX5 a une activité excessive.En 
partant de l’hypothèse qu’une surexpression de PAX5 est associée à une suractivité de PAX5 et que l’expression 
des mutants de fusion de PAX5 diminue son activité, cette figure est une compilation des données de la littérature 
présentées en introduction et des résultats préliminaires décrits ici.  
 
Nous supposons qu’une surexpression de PAX5 mène à une augmentation de l’activité 
de PAX5. Nous avons décrit qu’une coexpression des chimères de ce gène avec sa forme 
sauvage mène à la diminution de son activité transcriptionnelle sur certaines cibles. Le 
système murin utilisé pour ces analyses fonctionnelles possède deux allèles normaux de Pax5. 
Ceci signifie que les formes mutantes sont coexprimées avec la forme sauvage (comme chez 
les patients, mais à une dose correspondant à l’expression des deux allèles au lieu d’un). Nous 
avons noté un blocage de différenciation soit en cas de surexpression de PAX5, soit dans les 
conditions exprimant les mutants. Ces résultats suggèrent l’existence d’une fenêtre d’activité 
optimale de PAX5 permettant de conduire la différenciation jusqu’au stade B mature. Certains 
résultats présentés ici nécessitent d’être réitérés et d’autres expériences sont nécessaires. Il 
serait particulièrement intéressant d’effectuer des cultures à long terme en présence d’IL-7, 
puis des inductions tardives de différenciation. De plus, il semble important d’utiliser un panel 
de marqueurs discriminants les stades pro-B, pré-BI, pré-BII précoce et pré-BII tardif afin de 
préciser les mécanismes susceptibles d’être altérés par l’expression des différents transgènes. 
Enfin, des expériences de transfection de différentes cibles régulées par PAX5 dans les 
cellules exprimant les mutants pourraient permettre de déterminer les éléments critiques 
associés au blocage de différenciation, aux modifications de la prolifération, ou à l’apoptose.  
129 
VI. Discussion générale et conclusions 
L’ensemble de nos travaux souligne la large diversité des gènes partenaires de fusion 
de PAX5. L’étude de la cohorte de patients du GFCH nous a permis de distinguer plusieurs 
profils cytogénétiques impliquant PAX5 dans les LAL-B. Ainsi, nous avons relevé que les 
délétions d’un allèle de PAX5 semblaient être des événements secondaires dans ces 
pathologies (potentiellement aggravants (Mullighan, 2009)). Par ailleurs, nous avons identifié 
un profil caryotypique simple associé aux remaniements internes du locus de PAX5.  
Les études fonctionnelles nous ont permis de distinguer des propriétés différentes en 
fonction de la nature des gènes qui lui sont fusionnés. Certains mutants comme PAX5 tronqué 
ou PAX5-NCoR1 provoquent des effets assimilables au processus leucémique, c'est-à-dire un 
blocage de différenciation des cellules au stade pré-B et des propriétés de prolifération ou de 
résistance à l’apoptose accrues. Cependant, la cinétique d’apparition des caractères 
oncogéniques pour ces deux mutants est manifestement différente. Ceci suggère que le 
partenaire de fusion a une influence sur les mécanismes transformants associés aux mutants 
de PAX5.  
L’étude de l’impact de PAX5-ELN dans ces cellules nous a montré que ce mutant était 
incapable de provoquer une transformation leucémique, ou même l’émergence de propriétés 
associées à un tel processus. Au contraire, PAX5-ELN semble conférer des propriétés pro-
apoptotiques et antiprolifératives aux cellules qui l’expriment. Des mécanismes différents 
paraissent associés aux mutants PAX5-NCoR1 et PAX5-ELN. Des mutations additionnelles  
pourraient être nécessaires à l’acquisition d’une fonction oncogénique par PAX5-ELN 
(potentiellement des altérations locales de régulation ou de structure de certains gènes au 
niveau du locus 7p11).  
Nous avons décrit dans notre article l’ensemble des partenaires qui lui sont associés. A 
ce jour, plus de 20 gènes ont été identifiés comme impliqués dans ces mécanismes. Les 
approches actuelles reposent sur l’utilisation de techniques pan génomiques d’analyse des 
variations du nombre de copies par puces CGH-SNP (Kawamata et al., 2008; Mullighan et al., 
2007).  Cependant, ces techniques ne sont pas adaptées pour identifier les gènes impliqués 
dans des translocations équilibrées (comme c’est le cas pour PAX5-ELN par exemple). Les 
approches moléculaires que nous avons mises en place permettent l’identification de ces 
partenaires.  
Les gènes fusionnés à PAX5 peuvent être de nature très différente, codant des facteurs 
de transcriptions (ETV6, FOXP1), des protéines structurales (ELN), des protéines impliquées 
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dans la transduction du signal (JAK2), des facteurs de corégulation transcriptionnelle 
(NCoR1), ou encore des protéines de rôle inconnue (DACH2). L’absence d’unicité 
fonctionnelle ou structurale des partenaires de fusion de PAX5 ne rend pas pour autant 
accessoire la caractérisation de l’impact mécanistique des différentes chimères. La 
comparaison des effets et des mécanismes oncogéniques associés à chacun des mutants 
permettrait de dégager quels sont les paramètres modifiés par la présence constante du 
domaine de liaison à l’ADN de PAX5 conservé dans la chimère, et ceux modifiés en 
conséquence de la nature de la partie apportée par le partenaire de fusion. Dans cet esprit, les 
équipes de Giovanni Cazzaniga et de Tomoki Naoe ont cherché à élucider les implications  
fonctionnelles de l’expression de PAX5-ETV6 et de PAX5-PML (Fazio et al., 2008; Kurahashi 
et al., 2011). 
 L’équipe de Giovanni Cazzaniga a ainsi montré que l’expression de PAX5-ETV6, 
dans un modèle comparable au nôtre, était capable d’induire une baisse d’expression des 
cibles de PAX5 précédemment décrites. Leurs travaux montrent que cette chimère provoque 
aussi une diminution de l’expression de la chaine lourde µH. Ils ont également décrit une 
résistance à l’apoptose accrue des cellules transduites par PAX5-ETV6 par rapport aux cellules 
transduites avec le vecteur vide lors d’un traitement au TGFβ1. Ceci pourrait être une des 
propriétés oncogéniques associée à PAX5-ETV6. Nous avons évalué l’apoptose seulement en 
culture en présence d’IL-7, ce qui explique pourquoi nous n’avons pas de données à comparer 
à leurs résultats. Nos analyses sur PAX5-ETV6 ne sont donc pas en contradiction avec ces 
travaux. L’augmentation de l’apoptose liée à l’expression de ce mutant est minime (figure 29) 
et pourrait être due à la forte concentration de cellules dans ces puits. L’étude de PAX5-ETV6 
menée par cette équipe a mis en évidence d’autres propriétés de cette chimère : résistance à la 
mort cellulaire lors de la privation en IL-7 jusqu’à J4 (nous n’avons pas relevé de différence à 
J6 [figure 26], ce qui suggère que ces lymphocytes ne présentent que la propriété de retarder 
la mort associée à l’entrée en différenciation) ; capacité de recruter des cofacteurs de 
répression transcriptionnelle associés aux séquences d’ETV6 (comme mSin3A) (ce qui 
confirme que les domaines apportés à PAX5 sont fonctionnels) ; baisse de l’expression de 
CD19 et de B220 qui s’accentue au cours du temps (jusqu’à J19) (ce qui soutient l’hypothèse 
d’une action tardive de certains mutants comme évoquée pour PAX5 tronqué dans la 
discussion des résultats préliminaires) (Fazio et al., 2008). Les auteurs ne se sont cependant 
pas penchés sur les altérations des cibles ou des fonctions d’ETV6 dans ce modèle. ETV6 
conservant la quasi-totalité de sa structure dans la chimère, son homologue sauvage codé par 
l’allèle normal pourrait avoir un fonctionnement altéré en sa présence. De plus, sa perte 
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d’hétérozygotie a été évoquée comme un événement fréquent dans les LAL (Stegmaier et al., 
1995). Ceci pourrait constituer un événement supplémentaire requis pour l’acquisition de 
propriétés oncogéniques fortes par PAX5-ETV6 chez les patients. Nous pouvons noter, en 
associant les résultats de cette étude aux nôtres, que PAX5-ETV6 a bien des propriétés 
différentes de PAX5-NCoR1. Cette comparaison souligne encore un peu plus l’implication de 
la région partenaire dans les mécanismes pathologiques associés aux chimères de PAX5.  
L’étude de PAX5-PML menée par l’équipe de Tomoki Naoe conforte aussi cette 
hypothèse (Kurahashi et al., 2011). Ils montrent que l’inhibition compétitive de PAX5-PML 
sur les cibles de PAX5 n’est pas due à la fixation directe de la chimère sur les cibles de PAX5 
sauvage, mais à sa fixation sur PAX5. Lui-même étant fixé à son promoteur cible, PAX5-
PML bloquerait son activité transcriptionnelle par cette interaction. Ils appuient notamment 
cette hypothèse sur des expériences de ChIP montrant que PAX5-PML n’a pas les mêmes 
capacités de liaison à l’ADN que PAX5 et que l’action inhibitrice de PAX5-PML nécessite 
son hétérodimérisation avec PAX5 sauvage (Kurahashi et al., 2011). Des capacités de fixation 
équivalentes pour certains mutants de fusion de PAX5 avaient pourtant été montrées 
(Bousquet et al., 2007; Kawamata et al., 2008), ce qui suggère que toutes les chimères n’ont 
pas le même mécanisme inhibiteur sur la transcription PAX5 dépendante. De plus, leurs 
travaux montrent que PAX5-PML modifie également le fonctionnement de PML sauvage. Ils 
ont ainsi démontré qu’il était capable d’inhiber la SUMOylation de PML. Cette action 
empêche la formation des concentrations nucléaires focales de PML (PML bodies), structures 
nécessaires à l’activation de l’apoptose dépendante de p53. Il a en effet été montré que la 
présence de ces structures nucléaires était nécessaire à l’induction des mécanismes 
suppresseurs de tumeurs dépendants de p53 (Fogal et al., 2000). Les auteurs proposent donc 
un double mécanisme oncogénique de PAX5-PML : une capacité à inhiber la transcription des 
cibles de PAX5, empêchant ainsi la progression de la différenciation B ; et un rôle 
déstabilisateur des corps nucléaires PML par l’inhibition de la SUMOylation de PML, ce qui 
bloque la réponse apoptotique des cellules en réponse au stress oncogénique. Cette étude 
montre pour la première fois un rôle propre au partenaire de fusion de PAX5 et souligne la 
nécessité de considérer chaque fusion comme un cas particulier. La poursuite de ces études 
avec d’autres chimères est nécessaire pour décrypter les mécanismes oncogéniques mis en jeu 
lors des réarrangements de PAX5. Elle montre également que chaque partenaire peut apporter 
une contribution oncogénique et renforce la pertinence de la caractérisation des mécanismes 
associés à l’expression des gènes de fonction inconnues fusionnés avec PAX5.  
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Nous avons observé des propriétés particulières suite à la transduction de PAX5 
sauvage dans notre modèle. A ce jour aucune donnée rapportant des résultats similaires n’a 
été publiée dans les lymphocytes pré-B. Cependant, des études de surexpression de PAX5 
dans des lignées de myélomes multiples ont montré qu’il pouvait induire l’apoptose de ces 
cellules. La baisse de la production du facteur anti-apoptotique MCL-1 associée à cette 
surexpression a été avancée pour expliquer ce phénotype (Proulx et al., 2010). D’un autre coté, 
il a été rapporté une amplification du locus de PAX5 dans 4 cas de lymphome anaplasique à 
grandes cellules de phénotype T. Les auteurs suggèrent  que la surexpression de PAX5 puisse 
être un mécanisme oncogénique dans ces cellules (Feldman et al., 2010). Il semble donc que 
l’expression ectopique ou pathologique d’un taux important de PAX5 puisse avoir un impact 
anti- ou pro-oncogénique selon les types cellulaires concernés. Bien que la surexpression de 
PAX5 n’ait pas été rapportée dans les LAL-B, l’étude des mécanismes de prolifération et 
d’apoptose dérégulés dans ce cas de figure pourrait mettre en évidence une implication de 
PAX5 dans l’homéostasie du compartiment B.  
Nous avons vu dans nos travaux que près de la moitié des cas de réarrangements de 
PAX5 l’associaient à des séquences codantes en sens inverse, hors du cadre de lecture, ou à 
des séquences non-codantes. Cette observation soulève la question de la traduction ou non des 
protéines codées par ces gènes de fusion. Dans le cas des réarrangements avec des partenaires 
hors du cadre de lecture, la structure 3’ du gène de fusion est normale dans la mesure où elle 
contient les séquences d’épissage, de signal de polyadénylation et de terminaison de 
transcription. Cependant, l’occurrence d’un signal de terminaison (codon stop) précoce dans 
la séquence codante peut activer des mécanismes de surveillance de la cellule capables de 
dégrader les ARNm anormaux. Par rapport à l’existence de mécanismes de contrôle de la 
bonne structure des ARNm au sein des cellules (et en particulier du Non-Sense Mediated 
Decay), nous ne pouvons affirmer que les protéines tronquées codées par ces mutants vont 
être traduites. Concernant le mutant PAX5 tronqué utilisé dans nos études fonctionnelles, sa 
structure génomique chez les patients contient un site de polyadénylation et un signal de fin 
de transcription dans l’intron 5-6. Ceci devrait permettre également sa transcription et sa 
traduction correcte, d’autant plus que cette forme a été détectée de manière physiologique 
dans des lymphocytes B murins matures. Les autres mutants codant un PAX5 tronqué ont été 
amplifiés avec succès par PCR après transcription inverse à l’aide d’une amorce oligo-dT. La 
présence d’une queue polyA dans leurs transcrits et l’épissage correct des introns révèlent 
qu’ils sont normalement maturés par la cellule. Il est probable que certains de ces mutants 
soient traduits par les cellules leucémiques. Contrairement aux mutants de fusion dans le 
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cadre de lecture, il est concevable que les mutants  tronqués de PAX5 aient des propriétés 
similaires quels que soient les gènes partenaires impliqués. Ils pourraient cependant présenter 
des variations d’impact en fonction des points de cassure dans PAX5. Par ailleurs, la perte 
d’hétérozygotie des gènes partenaires conséquente à ces remaniements chromosomiques 
pourrait constituer un événement pro-oncogénique en soi et participer ainsi à la 
leucémogenèse.  
L’expression de PAX5 est normalement restreinte à certains tissus mais sa 
réexpression a été fréquemment observée dans différents cancers non-hématologiques. 
Différentes études sont à considérer avec précaution dans la mesure où l’anticorps utilisé ne 
permet pas de distinguer PAX2 et PAX5 qui sont structurellement très proches (Morgenstern 
et al., 2010).  Cependant, des études moléculaires et fonctionnelles ont permis de l’associer 
avec certitude à plusieurs cancers. Il apparaît avoir un rôle suppresseur de tumeur par sa 
capacité à activer la voie de signalisation pro-apoptotiques dépendante de p53 dans des 
carcinomes hépatiques (Liu et al., 2010). Un rôle de  contrôle de la prolifération lui a aussi été 
attribué dans certains cancers du sein. En effet, des expériences in vitro et in vivo ont permis 
de montrer que sa surexpression a des effets anti-prolifératif et proapoptotique dans ces 
cellules (Vidal et al., 2010). Ces deux études vont dans le sens des hypothèses avancées dans 
cette thèse, dans la mesure où la surexpression de PAX5 est responsable de caractères anti-
prolifératifs et de blocage de différenciation. Ce gène aurait donc un rôle comparable sur 
plusieurs types cellulaires différents, conformément à ce qui a été avancé par le groupe de 
Shaji Kumar (Balczarek et al., 1997). L’expression de PAX5 a également été associé à des 
tumeurs d’origines neurales comme les neuroblastomes ou les cancers du poumon à petites 
cellules (Baumann Kubetzko et al., 2004). Contrairement aux autres études où il a un rôle 
inhibiteur sur la prolifération, les auteurs ont montré que son expression augmentait le 
potentiel de prolifération des cellules de ces types de cancer. Il a été proposé que ces fonctions 
soient conséquentes à l’activation de la transcription du récepteur à activité tyrosine-kinase c-
Met (Kanteti et al., 2009),  mécanisme associé à l’augmentation de la prolifération (Maulik et 
al., 2002). Sa surexpression reste cependant associée à un blocage de différenciation dans ces 
cancers. 
 
En conclusion, nos travaux ont permis de mettre en évidence des profils caryotypiques 
particuliers associés à la délétion ou aux remaniements de PAX5. Ces descriptions soulignent 
le caractère initiateur des fusions de PAX5 dans l’oncogenèse et font apparaître les délétions 
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d’un allèle de PAX5 comme un événement secondaire. Par l’utilisation de techniques de 
biologie moléculaire innovantes, nous avons identifié cinq nouvelles mutations conséquentes 
à un remaniement interne du locus de PAX5. Nous avons ainsi mis en relief l’hétérogénéité 
des fonctions et des structures de ses partenaires de fusion. Les analyses fonctionnelles 
préliminaires menées sur certains de ces mutants nous ont révélé qu’ils n’avaient pas des 
impacts oncogéniques équivalents. Nos observations suggèrent fortement que le gène 
fusionné à PAX5 joue un rôle dans la détermination des paramètres leucémiques. Les 
expériences de transduction des lymphocytes pré-B avec PAX5 nous ont également montré 
que son excès de dosage avait un impact négatif sur la prolifération et la survie cellulaire. 
Enfin, la réacquisition du marqueur précoce c-Kit à long terme dans les cellules transduites 
avec PAX5 tronqué peut indiquer l’existence d’un effet seuil inhibiteur du mutant sur 
l’activité de PAX5 sauvage. Une inhibition suffisante de PAX5 pourrait ainsi compromettre la 
poursuite, voire le maintient de l’identité B. Les études présentées ici méritent d’être 
poursuivie afin d’être validées statistiquement dans leur totalité. Elles pourront ainsi servir de 
base pour la caractérisation plus fine des mécanismes impliqués dans les phénotypes observés. 
Nos résultats et ceux des études de PAX5-ETV6 et de PAX5-PML montrent que des analyses 
fonctionnelles de plusieurs chimères de PAX5  devront être conduites. Ces travaux donneront 
une vision globale des événements oncogéniques associés aux LAL-B présentant un 
remaniement de PAX5, et plus largement, pourront définir différentes voies d’oncogenèse 
activées dans ces pathologies. L’identification de nouveaux partenaires de fusion permettra 
d’entreprendre leur caractérisation fonctionnelle et éventuellement d’associer des gènes de 
fonction inconnue à des propriétés liées à la leucémogenèse.  
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VII. Perspectives 
 L’ensemble de nos travaux et des études publiées soutiennent que les mutations par 
remaniement chromosomique du locus de PAX5 ont un impact déterminant dans la 
leucémogenèse. A ce jour, de nombreuses questions demeurent sur les modes d’action de ces 
mutants. Afin de mieux déterminer les mécanismes moléculaires associés à leurs propriétés 
oncogéniques, j’ai développé un projet de caractérisation des complexes protéiques associés à 
PAX5 et à ses mutants au cours de la différenciation B. Au sein de l’équipe spécialisée en 
spectrométrie de masse du Dr. Brian Raught qui m’acceuille en post-doctorat (Toronto, 
Ontario Cancer Institute), je dissèquerai les complexes protéiques contenant PAX5, PAX5 
tronqué, PAX5-NCoR1, PAX5-ETV6 et PAX5-ELN. Ces analyses seront effectuées dans des 
lignées cellulaires et décriront la nature des composants capables de se lier à ces protéines. 
Les complexes protéiques identifiés seront localisés sur le génome par des expériences de 
ChIPseq. Ceci permettra de proposer un schéma de dérégulation associé aux mutations de 
PAX5. Comme nous l’avons évoqué dans l’introduction, PAX5 joue plusieurs rôles au cours 
de la différenciation B : promotion de la transcription des gènes B, inhibition de la 
transcription des gènes des autres lignées, régulation de la recombinaison V(D)J et inhibition 
de la différenciation plasmocytaire. La nature des complexes comprenant PAX5 est donc 
probablement variée et évolue au cours de l’avancée du programme B. Ainsi, j’ai également 
prévu de caractériser la nature de ces complexes protéiques aux différents stades de la 
différenciation B. Pour cela, j’utiliserai le modèle de différenciation B ex-vivo présenté ici 
pour les stades précoces, et purifierai directement les cellules des stades plus matures à partir 
de moelle osseuse et de rates de souris. Ces travaux visent à proposer une description 
dynamique des fonctions de PAX5 au cours du programme de développement B. Ils 
apporteront aussi des réponses sur l’origine mécanistique des altérations du développement B 
induites par les mutants de PAX5. 
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1. Annexe#1 : Protocole RCA sur BAC 
 
Amplification de l’ADN BAC par RCA (Rolling-Circle amplification) et 
production de sonde pour FISH: 
 
 Mix 1 : 
Plasmide purifié (ou culture bact) 0,1-1 µl (~50-200ng) 
 5x annealing buffer   1 µl (200mM Tris-HCl pH8; 50mM MgCl2) 
 Exo-resistant random heptamer 1 µl (FERMENTAS) 
 Eau BM    qsp 5 µl 
Agiter puis centri paillasse 
Incuber à 94°C pendant 4 minutes puis refroidir sur glace 
Pendant l’incubation préparer : 
Mix 2 :  
 Phi29 Buffer 10x   2 µl (New England Biolabs) 
 dNTPs 10mM each   1 µl 
 Phi29 DNA polymerase  0,7 µl (New England Biolabs) 
 BSA     0,5 µl (New England Biolabs) 
 Eau BM    10,8 µl 
Ajouter les 15µl du mix 2 au mix 1 
Agiter puis centri paillasse 
Incuber à 30°C pendant 18h puis inactiver la polymerase 10 minutes à 65°C 
10-20µg d’ADN pBAC généré. Si on est parti d’une miniprep de BAC, pas la peine de 
purifier le produit de RCA pour le marquage.  
 
Marquage par Nick-Translation (Kit AMERSHAM GE): 
 
• Préparer une solution de DNaseI à 0,00233U/µl (1µl stock + 19µl NaCl 150mM puis 
2,33µl de ce mix + 497,67µl NaCl 150mM) 
Produit de RCA    ajust. µl (50-100ng/µl de sonde souhaitée final) 
dATP      3,5-7 µl 
dCTP      3,5-7 µl 
dGTP      3,5-7 µl 
dTTP      1-2 µl 
dUTP* Rhoda ou FITC (Roche)  1-2 µl 
DNase 0,00233U/µl    0,5-1 µl 
Enzyme mix     5-10 µl 
Eau BM     qsp. 25µl-qsp. 50µl 
Incuber au BM pendant 4h à 15°C 
 
• Ajouter 2,5-5 µl EDTA 0,8M pH=5,2 (stop réaction) 
• Ajouter 35-70 µl CotDNA (de 1 à 3x la qtté d’ADN BAC) 
• Ajouter 10-20 µl ssDNA (ADN de sperme de saumon  dénaturé 5 minutes dans l’eau 
bouillante puis 5 minutes dans la glace) 
• Ajouter 16-32 µl NaOAc 3M 
• Ajouter 0,5-1 ml éthanol 100% froid 
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• Vortexer  
 
Incuber OVN à -20°C ou 1h à -80°C 
 
• Centrifuger à 4°C 20 minutes à 13000rpm 
• Eliminer le surnageant par pipettage 
• Laver le culot avec 250µl  d’éthanol 70% froid 
• Centrifuger à 4°C 10 minutes à 13000rpm 
• Eliminer le surnageant à la pipette, retourner le tube sur papier absorbant 
• Protéger le tube de la lumière 
• Sécher 5 minutes sous cloche à vide puis 1h ou plus sur la paillasse 
• Reprendre dans 50-100µl solution mix (50% formamide, 10% dextran, SSC2x) 
Vortexer 30 secondes et centri paillasse 
 Controler la bonne resolubilisation du culot 




2. Annexe#2 : Protocole détaillé RCA-RACE 
 
Constitution de matrice d’ADNc cible concaténé et PCR inverse 
 
 
I – Transcription inverse SuperScript III (Invitrogen) – 2h 
ARN 100ng-5μg 
Oligo-dT anchor primer 5’Phosphate 50μM   1μl 
(5’P-GACCACGCGTATCGATGTCGACT16V(V=A,G ou C)-3’) 
dNTPs 10mM each       1μl 




Pendant l’incubation, préparer dans l’ordre le mix : 
10X RT buffer       2μl 
25 mM MgCl2       4μl 
0.1 M DTT        2μl 
RNaseOUT. (40 U/μl)      1μl 
SuperScript. III RT (200 U/μl)     1μl 
 
Mélanger par pipetage 10μl de ce mix avec l’ARN traité précédemment. 
[50°C;50’][85°C;5’][4°C ;∞[ 
 
Ajouter 1μl de RNase H dans le tube et incuber 20’ à 37°C. 
 
Possibilité d’utiliser un autre système pour la RT. L’essentiel est d’utiliser une amorce 
modifiée 5’Phosphate (afin de générer des cDNA 5’P qui seront circularisables). 
 
II – Purification sur colonne QIAGEN (PCR purification kit) – 5’ 
Protocole standard 
Eluer dans 30μl d’eau BM. 
 
III – Circularisation monomoléculaire (Epicentre Biotechnologies) – 1h30 
Quantités ajustées pour 500ng d’ARN au départ. Pour 100ng, mettre 16μl d’ADNc et rester 
dans 20μl final. 
 
ADNc purifié        15μl 
CircLigase 100U/μl       1μl 
Reaction Buffer 10x       2μl 
ATP 1mM        1μl 




IV –Purification sur colonne PCR purification kit (QIAGEN) – 5’ 
Protocole standard 




V – Rolling Circle Amplification – 21h30 
 
ADNc Circularisé       20μl 
dNTPs 10mM each       5μl 
BSA 10mg/ml       1μl 
Phi29 DNA polymerase buffer 10x     5μl 
Phi29 DNA polymerase 10U/μl     1μl 
Exo-resistant Specific primer (100μM)*    5μl 




* Sur devis (Eurogentec). L’amorce exo-resistante spécifique comporte 2 liaisons 
phosphorothioates entre ses 3 dernières bases en 3’ (la Phi29 a une forte activité exonucléase). 
Elle doit être localisée au début d’une séquence conservée dans le gène cible.  
 
VI – PCR inverses sur matrice d’ADNc concaténé – 4h 
 
Produit de RCA (non purifié, dilué du 1/10ème au 1/100ème)   1μl 
dNTPs 10mM each        1μl 
Primer sens spécifique 10μM      1μl 
Primer antisens spécifique 10μM      1μl 
PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase Buffer10x (Stratagene)  5μl 
PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase     1μl 




*A ajuster en fonction du Tm des amorces. 
**A ajuster en fonction aux longueurs des fragments attendus. 
*** Plusieurs cycles sont possibles. Si il faut adapter le cycle : 
 
• [95°C;2’/64°C;20”/72°C;40’][ 95°C;20”/64°C;20”/72°C;2’]x40[72°C;3’/4°C; ∞[ 
Ce cycle permet de s’assurer la génération d’un produit pleine taille double brin (si le cDNA 
de fusion est très long). Cette modification est tirée du papier : 3′ End cDNA amplification 
using classic RACE ; Scotto-Lavino et coll, Nature Protocols, 2006. 
 
• [95°C;2’][95°C;20”/72°C;2’]x5[95°C;20”/70°C;6’]x5[95°C;20”/68°C;6’]x25[68°C;3’/4°C; ∞[ 
La « touchdown PCR » accroît la spécificité et est bien adaptée pour parer à un problème 
d’amplification non spécifique. 
NB : Comme une PCR classique, on peut évidemment la nicher en utilisant des amorces plus 
écartées (voir figure de principe de la RCA-RACE). 
 
Cette approche est basée sur une méthode décrite par Polidoros, A.N. et al., (2006) 
BioTechniques 41(1). Cette technique permet de détecter des ADNc chimériques mais 
également des isoformes du gène matrice. 
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Adult and child B-cell progenitor acute lymphoblastic leukemia
(BCP-ALL) differ in terms of incidence and prognosis. These
disparities are mainly due to the molecular abnormalities
associated with these two clinical entities. A genome-wide
analysis using oligo SNP arrays recently demonstrated that
PAX5 (paired-box domain 5) is the main target of somatic
mutations in childhood BCP-ALL being altered in 38.9% of the
cases. We report here the most extensive analysis of alterations
of PAX5 coding sequence in 117 adult BCP-ALL patients in the
unique clinical protocol GRAALL-2003/GRAAPH-2003. Our
study demonstrates that PAX5 is mutated in 34% of adult
BCP-ALL, mutations being partial or complete deletion, partial
or complete amplification, point mutation or fusion gene. PAX5
alterations are heterogeneous consisting in complete loss in
17%, focal deletions in 10%, point mutations in 7% and
translocations in 1% of the cases. PAX5 complete loss and
PAX5 point mutations differ. PAX5 complete loss seems to be a
secondary event and is significantly associated with BCR-ABL1
or TCF3-PBX1 fusion genes and a lower white blood cell count.
Leukemia (2009) 23, 1989–1998; doi:10.1038/leu.2009.135;
published online 9 July 2009
Keywords: BCP-ALL; oncogenesis; BCR-ABL1; PAX5;
TCF3-PBX1
Introduction
PAX5 (paired-box domain 5) is the guardian of the B-cell
identity as stated in a recent review.1 This transcription factor
belongs to the family of paired-box domain transcription
factors.2 Its expression is initiated during early stages of B-cell
differentiation beginning at the pro-B stage,3 and is turned off to
allow terminal B-cell differentiation.4 The Pax5 homozygous
deletion in murine models leads to the trans- or de-differentia-
tion of B-cells into several other hematopoietic cell lineages.5–7
PAX5 is thus involved both in the maintenance of B-cell identity
and in the control of terminal B-cell differentiation.
Deregulations and mutations of key differentiation factors are
frequently found in lymphomas and leukemias. Translocations
associated with hematologic malignancies involving
PAX5 exemplify PAX5 dual function. On one hand, the
t(9;14)(p13;q32) translocation brings the potent enhancer of
the IGH gene close to the PAX5 promoter leading to an aberrant
expression of a normal PAX5 protein.8,9 This translocation is
recurrent in small plasmacytoid B-cell lymphocytic lymphomas
and diffuse large B-cell lymphomas.10 It emphasizes the
importance of PAX5 downregulation during terminal B-cell
differentiation.9 On the other hand, PAX5 translocations have
also been associated with a block of early B-cell differentiation
because the PAX5-ETV6 chimeric protein, product of the
dic(9;12)(p13;p13), is associated with B-cell progenitor acute
lymphoblastic leukemia (BCP-ALL).11 Additional PAX5 fusion
partner genes have been identified as HIPK1 (chromosomal
band 1p13),12–14 LOC392027 (7p12.1),15 AUTS2 (7q11.1),13
POM121 (7q11),14 ELN (7q11),16 JAK2 (9p24),14 SLCO1B3
(12p12),15 DACH1 (13q21),14 PML (15q24),17 ZNF521
(18q11.2),12 ASXL1 (20q11.1),15 C20orf112 (20q11.1),13–15
KIF3B (20q11.21)15 and BRD1 (22q13).14 PAX5-ELN,16 PAX5-
FOXP112 and PAX5-ETV612 act as constitutive repressors of
the remaining PAX5 allele product, explaining the block of
B-cell differentiation.
To further emphasize the function of PAX5 in B-cell
differentiation and oncogenesis, it has recently been reported
that the PAX5 gene is the most frequent target of somatic
mutations in childhood BCP-ALL, being altered in 38.9% of the
cases.12 These mutations consist of partial or complete hemi-
zygous deletions, homozygous deletions, partial or complete
amplifications, point mutations or fusion genes.12 Some of these
mutants have a dominant negative role on wild-type PAX5.12
Adult and childhood BCP-ALL can be considered as two
distinct pathological entities in terms of pathogenesis and
prognosis.18 Although 80% of the children with ALL can be
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cured, only 30% of the adults achieve long-term disease-free
survival (DFS).18 Chromosomal abnormalities associated with
these pathologies are different in term of occurrence. For
example, BCR-ABL1 fusion gene is associated with a poor long-
term response to chemotherapy and is the most common
rearrangement associated with adult BCP-ALL accounting for
25% of the cases whereas it is very rarely found in pediatric
BCP-ALL. Conversely, ETV6-RUNX1 fusion gene and high
hyperdiploidy are associated with a good prognosis and account
for half of the child BCP-ALL but rarely occur in adult
BCP-ALL.18 Apart from these three biological entities, other
categories such as TCF3-PBX1 fusion gene (also called E2A-
PBX1) or MLL rearrangements or normal karyotypes occur with
similar frequencies.18
Despite these discrepancies between childhood and adult
BCP-ALL, we report here the high frequency of PAX5 mutations
in a unique cohort of adult BCP-ALL treated according to the
protocols of the GRAALL Intergroup (Group of Research on
Adult Acute Lymphoblastic Leukemia), GRAALL-2003 (BCR-
ABL1-negative BCP-ALL19) and GRAAPH-2003 (BCR-ABL1-
positive BCP-ALL20). The deletion of one copy of PAX5 was
found to be significantly associated with BCR-ABL1 or TCF3-
PBX1 fusion genes and a lower white blood cell (WBC) count.
Material and methods
GRAALL-2003 and GRAAPH-2003 clinical protocols
The GRAALL includes the former LALA (Leuce´mies aigue¨s
lymphoblastiques de l’adulte), the GOELAL (Groupe Ouest et Est
des Leuce´mies Aigu¨es Lymphoblastiques), and the Swiss Group
for Clinical Cancer Research. The GRAALL-2003/GRAAPH-
2003 study was a risk-adapted prospective phase 2 trial,
conducted in 70 centers in France, Belgium and Switzerland
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00222027). Patients aged 15-
to 60-year old with a newly diagnosed ALL were eligible.
Between November 2003 and November 2005, 300 patients
entered the study. Written informed consent was obtained from
all patients or from the parents of those aged less than 18-year
old before enrollment. The study was approved in March 2003
by the institutional review board of Purpan hospital, Toulouse,
France, and was conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki Principles. All patients first received a common
steroid prephase. Corticoresistance was defined as a peripheral
blood blast cell count higher than 1.0 109 per liter at the end
of this 7-day prephase. Chemoresistance was defined as a
percentage of blasts higher than 5% at day 8 of the induction
course. Patients were eligible for the GRAAPH-2003 study if
they were diagnosed with a BCR-ABL1-positive ALL defined as
ALL carrying the t(9;22) translocation on standard karyotype
and/or fluorescent in situ hybridization (FISH) analysis and/or
positivity for BCR-ABL1 fusion transcript detected by PCR
analysis. The GRAAPH-2003 study evaluated the efficacy of
imatinib mesylate combined to chemotherapy.20
PAX5 exon copy number
Quantification of PAX5 copy number was performed by
quantitative PCR on genomic DNA from cells of 117 BCP-ALL
included in the GRAALL-2003/GRAAPH-2003 trial and for
which DNA material was available. Quantitative PCR was
performed for each of the 10 exons in triplicate using Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), specific PAX5 exon primers (Supplementary Table S1)
and normal tonsil DNA as calibrator, each point of the dilution
series being tested six times. The same measurements were
performed with two reference genes located on chromosomes
15 (B2M gene) and 16 (CNGB1 gene), because these two
chromosomes are rarely modified in number in ALL,21 using
Ref15F and Ref15R primers for B2M and Ref16F and Ref16R
primers for CNGB1 (Supplementary Table S1). The percentage
of each PAX5 exon to the mean of Ref15 and Ref16 copy
number was calculated. A value of 100% means that the
number of PAX5 copies is identical to that of the references, and
corresponds to two copies.
PAX5 point mutations
PAX5 DNA mutation screening was performed by sequence
analysis on both strands (PAX5 exons 2, 3, 7, 8 and 9) and high-
resolution melting PCR (HRM-PCR) for the remaining exons
(Supplementary Table S1). Sequencing was performed using
BigDye dideoxynucleotides and the products were separated on
a 3130 XL sequencing apparatus (Applied Biosystems). Electro-
phoregrams were analyzed using the Sequencher software
(version 4.1.2; Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA)
with a secondary peak threshold of 20% followed by manual
verification. The presence of polymorphisms was evaluated
using dbSNP and remission genomic DNA when available.
HRM-PCR was performed using 1 LightCycler 480 HRM
Master Mix (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) with
10 ng of genomic DNA, primers 0.1mM and 25 mM MgCl2.
HRM-PCR cycling conditions were initial denaturation at 95 1C
during 10 min followed by 50 cycles at 95 1C for 10 s, at 63 1C
for 15 s and at 72 1C for 25 s. Melting curve was measured from
70 to 95 1C with 25 acquisitions per 1C.
PAX5 partial deletions
Full-length cDNA amplification of partial deletion mutants was
performed by PCR on a 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems) with the Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech,
Mountain View, CA, USA). The amplification program was
5 cycles at 72 1C, 5 cycles at 70 1C and 25 cycles at 68 1C.
Primers used were PAXQ and PCR5 (Supplementary Table S1).
Reverse transcriptase (RT)–PCR products were analyzed by
electrophoresis on an agarose gel, cut out and sequenced.
PAX5 FISH analysis
Fluorescent in situ hybridization analyses were performed on
cases presenting either a chromosomal 9p13 breakpoint or
deletion using a PAX5 commercial probe (PAX5 FISH DNA
Probe, Split Signal, Y5413; Dako, Carpinteria, CA, USA) and/or
a combination of two fluorescent-labeled bacterial artificial
chromosome clones RP11-243F8 hybridizing PAX5 from exon
1 to 9 and RP11-344B23 hybridizing from exon 7 to 10 and
to an extended telomeric region. The TCF3 split signal FISH
probe (TCF3 FISH DNA Probe, Split Signal, Y5402; Dako) was
also used.
IGH/TCR rearrangements analysis
IGH and TCR rearrangements were evaluated by the four
centers performing the minimal residual disease follow-up of
the clinical trial (Paris-Necker, Paris-Saint-Louis, Paris-Robert-
Debre´ and Lille) according to the BIOMED-2 Concerted Action
BMH4-CT98-3936-2 protocol.22 Immunoglobulin heavy chain
specific amplification of the proximal VH6-1 segment rearrange-
ment with JH was performed according to the BIOMED-2
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protocol,22 using the VH6 FR2 primer along with the JH
consensus primer (Supplementary Table S1).
Statistical analysis
Binary variables were compared with the two-sided Fisher’s
exact test. The Mann–Whitney test was used for median
comparisons. The median follow-up of surviving patients for
the entire protocol was 37 months. Event-free survival (EFS) was
calculated from the date of prephase initiation. Events account-
ing for EFS were failure of remission induction, relapse and
death in first complete remission (CR). Failure time data were
estimated by the Kaplan–Meier method,23 then compared by the
log-rank test.24 Cumulative incidence estimations took into
account competing risks and were compared by the Gray test.25
A P-value less than 0.05 was considered to indicate statistical
significance. All calculations were performed using the STATA/
SE software, version 9.0 (Stata Corporation, College Station, TX,
USA) and the R software, version 1.5.1 (The R Development
Core Team, A Language and Environment Copyright, 2002).
Results
Representativeness of the samples tested
We screened the occurrence of PAX5 mutations in a series of
117 BCP-ALL prospectively treated in the GRAALL-2003/
GRAAPH-2003 study, with a median follow-up of 22 months
(Table 1). The GRAALL-2003/GRAAPH-2003 included
300 adults with ALL. The 117 BCP-ALL cases analyzed for
the occurrence of PAX5 mutations were similar to the 107
other BCP-ALL cases of the trial for whom no material
remained available for analysis. We confirmed the absence
of difference regarding main patient characteristics, including
age and WBC count, as well as corticosensitivity, chemo-
sensitivity, first CR rate, overall survival and BCR-ABL1
status (data not shown). Therefore, the population of 117
BCP-ALL analyzed for the presence of PAX5 mutations is
representative of the whole GRAALL-2003/GRAAPH-2003
protocol.
Genomic PAX5 copy number
Normal PAX5 content was found in 81 patients (69%), 20 had
a complete hemizygous deletion (17%), 12 a partial hemi-
zygous deletion (10%), 2 a partial amplification (2%) and 2
a complete amplification (2%) (Figure 1; Supplementary
Table S2). PAX5 copy number results were validated by FISH
analysis (Supplementary Table S3), karyotype (Supplementary
Table S4) and by sequencing the partially deleted cDNA
(Figure 2). These results indicate that alteration of PAX5 exon
copy number is a frequent event in adult BCP-ALL occurring in
31% of the cases.
Table 1 Statistical analysis of clinical and biological data
Normal Deletion Mutation Pearson’s w2-test
Patients (n) 77 17 21
Median age (years) 35 (17–60) 39 (16–55) 36.5 (16–60) NS
Median WBC (109 per liter) 13.8 (0.9–348) 3.35 (1.2–78) 11.4 (1.2–343) 0.01
CR 68/76 89% 16/17 94% 18/20 90% 0.03
Relapse 19/75 25% 4/17 24% 8/20 40% NS
Corticosensitivity 56/74 76% 14/17 82% 16/20 80% NS
Chemosensitivity 32/69 46% 9/17 53% 9/20 45% NS
CD19, CD10 and CD20 antigens
CD19 positive 71/73 97% 17/17 100% 20/21 95% NS
CD10 positive 50/71 70% 17/17 100% 19/21 90% 0.018
CD20 positive 24/70 34% 8/16 50% 10/20 50% NS
EGIL classification
B-I 15/73 21% 0/17 0% 2/21 10%
0.002
B-II 33/73 45% 8/17 47% 7/21 33%
B-III 10/73 14% 7/17 41% 4/21 19%
B-IV 2/73 3% 1/17 6% 0/21 0%
BL 13/73 18% 1/17 6% 8/21 38%
Cytogenetics/Fusion genes
BCR-ABL1 15/77 19% 9/17 53% 6/21 29%
0.009TCF3-PBX1 2/77 3% 3/17 18% 0/21 0%
MLL rearrangement 10/77 13% 0/17 0% 1/21 5%
del9p 2/62 3% 4/14 29% 3/20 15% 0.021
IGH/TCR rearrangements
IGH VDJ positive 42/55 76% 10/11 91% 9/13 69% NS
TCRG positive 28/54 52% 6/10 60% 10/13 77% NS
TCRD positive 18/51 35% 4/10 40% 6/13 46% NS
Abbreviations: BL, B-cell lineage; CR, first complete remission; EGIL, European Group for the Immunological Characterization of Leukemias;
NS, not significant; WBC, white blood cell.
Clinical data were analyzed in the three groups (normal, deletion and structural mutant). Two patients with PAX5 amplification are not included in
the analysis. Main clinical features were analyzed including age, WBC, CR at the first attempt (CR), relapse after CR1, corticosensitivity
and chemosensitivity. Differentiation block stages were analyzed using B-specific cell markers (CD19, CD10 and CD20) and EGIL classification
(B-I, B-II, B-III, B-IV, BAL). BCR-ABL1 and TCF3-PBX1 fusion genes were significantly associated with the PAX5 deletion group. No difference was
found between the normal and structural mutant PAX5 groups. Finally, IGH VDJ rearrangements and illegitimate TCR rearrangements were equally
frequent between the three groups. Statistical P-value is indicated in the last column.
PAX5 mutations in adult BCP-ALL
J Familiades et al
1991
Leukemia
PAX5 mutations in adult BCP-ALL
J Familiades et al
1992
Leukemia
PAX5 genomic deletion as a secondary event
In two cases (patients 462837 and 119339), blasts carrying the
TCF3-PBX1 fusion gene and deletion of one PAX5 allele were
further analyzed using the relevant FISH probes together on the
same slide. TCF3 rearrangement was detected in 90% (patient
462837) and 80% (patient 119339) of the nuclei. Of these
TCF3-rearranged nuclei, only 60% (patient 462837) and 20%
(patient 119339) of the nuclei, respectively, had a PAX5 deletion
suggesting that, at least in these cases, PAX5 deletion is a
secondary event (Supplementary Figure S1).
PAX5 point mutations
PAX5 point mutations were investigated by sequence and
HRM-PCR analyses in the same 117 BCP-ALL samples (except
for 8 patients for whom no material remained for HRM-PCR
analysis). Eight mutations were identified among the 117 cases
thus representing 7% of the cases (Supplementary Figures S2
and S3). Among them, the P80R was the most frequent point
mutation, occurring in five out of eight cases (patients 21540,
114611, 115046, 165040 and 391099). The three other
mutations were one point mutation S67N (patient 528234)
and two frameshift mutations (insertion of one G at the base 2 of
exon 4 (codon I138, patient 142309) and insertion of two G at
the base 97 of exon 8 (codon G336, patient 520209)). Five point
mutations were associated with a complete deletion of the
second PAX5 allele (patients 114611, 115046, 391099, 520209
and 528234) (Figure 1).
Figure 1 PAX5 (paired-box domain 5) mutations in adult B-cell progenitor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL). Genomic DNA content for
each of the 10 exons (X1–X10) was determined by quantitative PCR for each patient (GRAALL-2003/GRAAPH-2003 identification number given in
the first column). Results (detailed in Supplementary Table S2) are expressed using color code (first frame): less than 100% of the control in green
(deletion), 100% (¼2n copies) in black (normal) and more than 100% in red (amplification). Patients were classified into four groups according to
the PAX5 status: normal PAX5, patients with two PAX5 copies for each of the 10 exons; deleted PAX5, complete loss of one of the two PAX5 alleles
or deletion from PAX5 exon 1; structural mutant PAX5, patients with partial deletion, partial amplification, point mutation or fusion gene,
associated in some cases with deletion of the second allele; amplified PAX5, patients with a global amplification of PAX5. The second frame
detailed the copy-number alterations. The third frame shows point mutations, N as normal. A star indicates when PAX5 exons 1, 4, 5, 6 and 10
were not investigated by high-resolution melting (HRM) analysis due to absence of remaining material. The fourth frame indicates fusion genes
identified. The fifth frame provides the European Group for the Immunological Characterization of Leukemias (EGIL) status for each patient (BAL,
bi-lineage acute leukemia; BL, B-cell lineage).
Figure 2 Validation of PAX5 (paired-box domain 5) exon copy
number quantification. (a) PAX5 copy number quantification using
quantitative PCR, 100% as two copies of a PAX5 exon. Standard
deviations calculated on the normal PAX5 group are shown. Partial
deletion of patients 66590 and 259440 are indicated. (b) PAX5 mRNA
expression of patients 66590 and 259440 showing a partial deletion of
PAX5. cDNA were amplified by reverse transcriptase (RT)–PCR
between PAX5 exons 1 and 10. PCR products were analyzed on
agarose gel. Lane 1 shows amplification of a 1505 bp normal RT–PCR
product corresponding to the normal PAX5 mRNA, lane 2 shows a
smaller 770 bp product corresponding to a PAX5 product with deletion
from exon 2 to 6 and lane 3 a smaller 538 bp product corresponding to
a PAX5 product with deletion from exon 2 to 8. (c) Sequence
chromatographs of the amplified PCR products. The upper panel
shows the direct fusion between exons 1 and 7 and the lower panel
shows direct fusion between exons 1 and 9 confirming the deletion.
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Fluorescent in situ hybridization analysis was performed when a
chromosomal abnormality involving the 9p chromosomal band
was identified by standard karyotype. Eleven patients showed a
rearrangement of the 9p13 chromosomal band (patients 49490,
49833; 41756; 62902; 66590; 114117, 144051, 144948,
196712, 301228 and 391099) and in a single case (patient
41756: 46,XY,t(7;9)(q21;p21)[17]) a translocation which fused
PAX5 and ELN without loss of the remaining normal allele, was
detected.16 Thus PAX5 translocations occur in adult BCP-ALL
but are a rare event (o1%).
PAX5 alterations in BCP-ALL
Globally, PAX5 alterations were identified in 40 cases out of
117 adult BCP-ALL (34%). These alterations are heterogeneous
consisting in complete loss in 17%, focal deletions in 10%,
point mutations in 7% and translocations in 1% of the cases.
To further analyze these mutations, we apportioned the patients
according to the probable consequences of mutations (Figure 1).
The PAX5 mutated BCP-ALL were subdivided in three groups.
A first group called deleted PAX5, pooling 17 cases (15%),
characterized by a probable lower expression of the normal
PAX5 protein due to a complete deletion of one PAX5 allele or
a partial deletion removing PAX5 exon 1 with no mutation of
the second allele. A second group called structural mutant
PAX5 bringing together 21 cases (18%) characterized by the
expression of a PAX5 mutant allele, that is, having an altered
activity regarding its transcriptional function consisting either of
PAX5 partial deletion conserving PAX5 exon 1 (10 cases), partial
amplification (2 cases), point mutations (8 cases) and fusion
gene (1 PAX5-ELN case). A third group called amplified PAX5
consisting of two cases (2%) that could lead to a higher
expression of the normal PAX5 protein as a consequence of a
whole PAX5 genomic amplification. Owing to the small number
of cases, this group was not further analyzed.
Characteristics of adult PAX5 mutants BCP-ALL
We compared the two main groups of PAX5 mutations (deleted
PAX5 and structural mutant PAX5) to the largest category
composed of patients without evidence of PAX5 mutation (77
cases, 66%, labeled as normal PAX5).
Immunophenotype
We analyzed the membrane expression of major B-cell
differentiation markers. We first analyzed CD19 as it is a direct
target of PAX5.26 However, no difference according to the PAX5
status was observed (Table 1). CD20-positive cells were not
significantly different in deleted PAX5 (8 of 16, 50%), structural
mutant PAX5 (10 of 20, 50%) and normal PAX5 groups (24 of
70, 34%) (Table 1). In contrast, no CD10-negative cases were
detected in the deleted PAX5 group (0 of 17) compared to 21 of
the 71 (30%) normal PAX5 cases (P¼ 0.018) (Table 1). This
difference is probably related to the fact that CD10-negative
BCP-ALL are associated with MLL translocations27 and PAX5
alterations are not associated with MLL translocations (to the
unique exception of patient 467102) The structural mutant
PAX5 group showed an intermediate result because 2 of 21
BCP-ALL (10%) lacked CD10 surface expression.
European Group for the Immunological Characterization of
Leukemias (EGIL) classification allows a subdivision of BCP-ALL
according to the stage of maturation block of the leukemic
cells.28 B-I represents the earliest stage and B-IV the latest stage
of differentiation of BCP-ALL. Because the EGIL classification
used the detection of CD10, B-I being CD10-negative BCP-ALL
and B-II to B-IV being CD10 positive, we found an imbalanced
repartition in EGIL subset between deleted and normal PAX5
groups (P¼ 0.002; Table 1).
Cytogenetics and fusion genes
Fusion gene rearrangements are frequent in BCP-ALL, especially
BCR-ABL1 in adult BCP-ALL. We evaluated the association of
these fusion genes or other karyotypic features regarding PAX5
status (Tables 1 and 2). We found a significant association
between the presence of BCR-ABL1 (53%) or TCF3-PBX1 (18%)
and the deleted PAX5 group compared to the normal group
(19% BCR-ABL1 and 3% TCF3-PBX1) or the structural mutant
PAX5 group (29% BCR-ABL1 and 0% TCF3-PBX1) (P¼ 0.009;
Table 1). No MLL rearrangement and no normal karyotype were
detected in the deleted PAX5 group as compared to 10 (13%)
and 20 cases (26%), respectively, in the normal PAX5 group.
Table 2 Cytogenetic data
Groups Normal PAX5 (%) Deletion PAX5 (%) Mutant PAX5 (%) Amplification PAX5 (%) Total (%)
BCR-ABL1 15 19 9 53 6 29 0 0 30 26
MLL 10 13 0 0 1 5 0 0 11 9
TCF3-PBX1 3 4 3 18 0 0 0 0 6 5
47–50 8 10 0 0 0 0 0 0 8 7
51–65 2 3 1 6 1 5 0 0 4 3
Hypo/Triploid 0 0 0 0 0 0 1 50 1 1
41–45 0 0 1 6 0 0 0 0 1 1
Complex 5 6 1 6 2 10 1 50 9 8
Other 8 10 1 6 6 29 0 0 15 13
Normal 20 26 0 0 4 19 0 0 24 21
Failure 5 6 1 6 1 5 0 0 7 6
NA 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1
77 17 21 2 117
Cytogenetic data: Cytogenetic features of GRAALL-2003/GRAAPH-2003 patients included in this analysis. BCR-ABL1: t(9;22) and/or BCR-ABL1-
positive; MLL: MLL rearrangement; TCF3-PBX1: t(1;19) and/or TCF3-PBX1-positive; 47–50: low hyperdiploidy 47–50 chromosomes; 51–65: high
hyperdiploidy 51–65 chromosomes; Hypo/Triploid: hypodiploidy 30–40 chromosomes and/or paratriploidy 60–80 chromosomes; 41–45:
hypodiploidy 41–45 chromosomes; Complex: 5 or more chromosomal abnormalities; Other: chromosomal abnormality not otherwise classified;
Normal: no cytogenetic/molecular abnormality detected; Failure: karyotype failure and no molecular abnormality; NA: not available.
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IGH VHDHJH and TCR rearrangement
Because in mice Pax5 homozygous deletion impairs B-cell
transition from DHJH to VHDHJH IGH rearrangement,
5 we
investigated the rearrangement status of IGH in the context of
PAX5 mutational status. Complete VHDHJH IGH rearrangements
were detected in 76% (42 of 55), 91% (10 of 11) and 69%
(9 of 13) of normal, deleted and mutant PAX5 subgroups
respectively. These differences were not statistically significant
(Table 1). Although VHDHJH rearrangement occurs, VH segment
proximal vs distal accessibility could be impaired in a similar
way to the IL7R homozygous deletion model.29 VHDHJH
rearrangements were sequenced in a unique center (Paris-
Necker) in 19 BCP-ALL (12 normal PAX5, 3 deleted PAX5 and
4 structural mutant PAX5). Intriguingly, the two PAX5 P80R
mutants analyzed showed a rearrangement involving the
proximal VH6-1 segment, the closest VH segment to JH segments
(only 1 of 12 in normal PAX5 BCP-ALL). This VH segment is
usually rarely used in physiological situations and this bias
suggests a possible impairment of accessibility to the IGH locus
with this PAX5 P80R mutant. We therefore analyzed the use of
the VH6-1 segment and found that P80R (two of three analyzed)
and S67N mutants used this VH6-1 (data not shown). We also
investigated the occurrence of illegitimate rearrangements of
the TCRG and TCRD loci but no differences were detected
according to PAX5 mutational status.
Prognostic significance
There was no difference in median age between the normal,
deleted and mutant PAX5 subgroups (Supplementary Tables 1
and S5). Of note, median WBC was significantly lower in the
deleted PAX5 subgroups as compared to the two other
subgroups (3.4 vs 13.8 (normal) and 11.4 G/L (structural
mutations); P¼ 0.01; Table 1).
Two patients eventually were not treated according to the
protocol and the two patients showing an amplification of
PAX5 were not included in this analysis. In the 113 remaining
patients, CR rate was 68 of 76 (89%), 16 of 17 (94%) and 18 of
20 (90%) in the normal, deleted and structural mutant PAX5
subgroups respectively (P¼ 0.03; Table 1). The percentage of
corticoresistant leukemia was 24, 18 and 20%, respectively,
in these three subgroups (not significant; Table 1). A total of
42 patients were allografted in first CR (28 from the normal
PAX5, 5 from the deleted PAX5 and 9 from the structural
mutant PAX5 subgroup, respectively). Cumulative incidence
of relapse and DFS are shown in Figure 3, according to the
PAX5 status. As indicated, there were no significant differ-
ences in outcome among the three subsets (Figure 3a).
However, it is worth noting that a trend toward a higher
incidence of relapse in the structural mutant PAX5 subgroup
was observed (Figure 3b). Results were similar when patients
allografted in first CR were censored at transplant time (not
shown). Of note, patients with BCR-ABL1-positive ALL
(treated here with imatinib combined to conventional
chemotherapy) displayed a similar outcome to those with
BCR-ABL1-negative ALL in this series (not shown).
Discussion
We report here that PAX5 is frequently mutated in adult BCP-
ALL. PAX5 mutations have been extensively reported in
pediatric BCP-ALL.12 In adult BCP-ALL so far, only PAX5
deletion has been reported in small series of 26 adult and
adolescent BCP-ALL30 and 22 BCR-ABL1 positive adult BCP-
ALL.31 We investigated in this study, PAX5 deletions but also
PAX5 structural mutations in a large series of 117 adult BCP-ALL
in a unique clinical protocol. Out of the patients analyzed
from the GRAALL-2003/GRAAPH-2003 clinical trial, 40 carried
a mutation of the PAX5 gene (34%). PAX5 mutations occur in
different ways, as complete or partial deletions, complete or
partial amplifications, point mutations or fusion genes.12 We
analyzed PAX5 mutants according to their probable functional
consequences according to the study by Mullighan et al.12
Isolated complete deletion of one PAX5 allele is found in 15%
of adult BCP-ALL (deleted PAX5 group) and 11% of child
BCP-ALL.12 Mutant alleles are found in 18% of adult BCP-ALL
(mutant PAX5 group) and 22% of children BCP-ALL.12 PAX5
point mutations are detected in 7% of adult BCP-ALL and 7% of
child BCP-ALL.12 PAX5 P80R mutation is a frequent event in
BCP-ALL detected in 5 of 117 cases in adult BCP-ALL and 4 of
192 cases in child12 occurring therefore in 3% of BCP-ALL. We
identified three new mutations such as PAX5 S67N, one G
insertion in codon 138 (exon 4) and one insertion of two G in
codon 336 (exon 8) leading both to a frameshift of PAX5 last
exons encoding the transactivation and inhibitory domains.
Therefore, PAX5 mutations appear to be similar, in nature and
frequency, between child and adult BCP-ALL.
PAX5 maintains the identity of B cells.7 Its homozygous
deletion in mice blocks B-cell differentiation at an early stage.5,6
In our series, out of the 17 cases of hemizygous deletion (deleted
PAX5 group), no early stage CD10-negative BCP-ALL were
identified in contrast to the 15 of 74 cases (20%) found in the
normal PAX5 group. The proportion of these BCP-ALLs in the
PAX5 structural mutant group was intermediate between normal
PAX5 and deleted PAX5 (2 of 21 cases, 10%). This result
suggests that the hemizygous deletion, that is, a lower dose of
normal PAX5, is either a later event or blocks the leukemic cells
at a later stage during B-cell differentiation. An alternative
explanation is linked to the absence of PAX5 deletions in MLL-
rearranged cases, and consequently the absence of CD10-
negative BCP-ALL, the hallmark of MLL rearrangements,27 is
merely a consequence of this exclusion.
Fusion genes BCR-ABL1, TCF3-PBX1 or involving MLL are
frequently detected in adult BCP-ALL. We identified these fusion
genes in 26, 4 and 9% of our cases respectively. PAX5 deletions
are highly skewed toward BCR-ABL1 and TCF3-PBX1 fusion
genes, occurring in 71% of patients in deleted PAX5 compared
to 22% in normal PAX5 and 29% in mutant PAX5, suggesting a
very important role of PAX5 dosage during the transformation
process of these two oncogenes. It is of note that the frequency
of PAX5 deletions is similar in child and adult BCP-ALL,
even if associated events such as BCR-ABL1 are not similarly
distributed. In addition, PAX5 deletion seemed to be a
secondary event as suggested by our FISH analysis performed
on blasts carrying both TCF3-PBX1 fusion gene and PAX5
deletion.
Structural mutations are heterogeneous, consisting of partial
deletions, partial amplifications, point mutations and fusion
genes. The complete deletion of one PAX5 allele is frequently
associated with deletion of CDKN2A located telomeric of PAX5
in the short arm of chromosome. Transduction using a BCR-
ABL1 retrovirus in bone marrow cells of mice with only one
copy of PAX5 shorten drastically the survival (median from 60 to
36 days).32 Moreover the concomitant haploinsufficiencies of
PAX5 and CDKN2A reduce again significantly the survival to a
median of 21 days.32 This demonstrates that loss of one copy of
CDKN2A and PAX5 is synergistic during the BCR-ABL1
transformation. PAX5 point mutations, such as P80R, and
PAX5 fusion genes are isolated events, not associated with
BCR-ABL1. Partial deletion mutants target either the DNA-
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binding domain or the transactivation domain. Deletion
of the DNA-binding domain only is associated with BCR-
ABL1 (two of the four cases). Frameshift structural mutants
(I138 and G336) are also associated with BCR-ABL1 (for the
two cases).
PAX5 point mutations are frequently associated with the
deletion of the remaining allele (10 of 13 pediatric cases;12 5 of
8 cases in our series) suggesting that the mechanism of action of
these point mutations during the oncogenic process may not be
associated to a dominant-negative effect. By contrast, a
dominant-negative action was established for PAX5-ELN,16
PAX5-ETV611,12 and PAX5-FOXP112 fusions.
It has been reported that the most proximal VH segment, VH6-1,
is overused in adult B-ALL patients.33 Furthermore, Pax5
homozygous deletion in mice showed that Pax5 is crucial for
the transition from DHJH to VHDHJH IGH rearrangement, and
especially for distal rearrangement.34 Although we were unable
to detect a significant frequency difference regarding IGH
Figure 3 Disease-free survival (DFS) and cumulative incidence of relapse according to PAX5 (paired-box domain 5) status (a) DFS. At 3 years,
estimated DFS was 57% (95%; CI 44–69%), 64% (95%; CI 38–84%) and 43% (95%; CI 20–64%), in the normal, deleted and structural mutant
PAX5 group, respectively (P¼0.33, by the log-rank test). (b) Cumulative incidence of relapse. At 3 years, estimated cumulative incidence of
relapse was 29, 22 and 48%, in the normal, deleted and structural mutant PAX5 subgroup, respectively (P¼ 0.22, by the Gray test).
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VHDHJH rearrangement between each group of BCP-ALL, we
have therefore looked at the rearrangement at VH6-1. Our
results confirm that in average 11.4% (12 of 105) of the adult
BCP-ALL tested overuse the VH6-1 segment, suggesting a
modification of the accessibility of the other VH segments in
this pathology, with a bias toward PAX5 DNA-binding mutants
such as S67N or P80R.
In conclusion, PAX5 mutations are frequent in adult BCP-ALL
in accordance with the pediatric BCP-ALL cases.12 Our data
clearly show a difference regarding the type of PAX5 mutations
(deleted PAX5 or structural mutant PAX5) in term of association
to fusion genes, EGIL classification and WBC counts. The loss of
an entire allele of PAX5 seems to be a rather late event and
might be considered as a secondary event.
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4. Annexe#4 : Idéogramme couleur (figure S4  Blood) 
Représentation des anomalies chromosomiques visibles chez les patients de 
la cohorte du GFCH. 
 
Figure S1 couleur : Répartition des anomalies chromosomiques. Les pertes de materiel et les points de cassure 
sont situés sur la gauche des chromosomes; les gains de matériel sont représentés sur la droite de chaque 
chromosome. Pour chaque chromosome, les adultes et les enfants sont séparés par une ligne pointillée. Les 
cercles représentent les points de cassure, les lignes pointillées représentent une région mal déterminée de perte 
ou gain de matériel, les lignes pointillées surmontées d’un cercle représentent une région contenant un point de 
cassure dont la localisation précise n’a pas été possible. Le code couleur est le suivant : ENFANTS : locus de 
PAX5 intact : vert foncé ; locus de PAX5 remanié : orange ; locus de PAX5 délété : bordeaux / ADULTES : locus 
de PAX5 intact : vert clair ; locus de PAX5 remanié : bleu ; locus de PAX5 délété : magenta. 
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5. Annexe#5 : Protocole système murin de différenciation 
B 
(les réactifs en italiques marqués d’une * sont référencés en fin de protocole) 
 
Production des particules virales : voir également le protocole détaillé : 
 http://www.stanford.edu/group/nolan/protocols/pro_helper_dep.html 
Précipitation des plasmides 
 
 
1 Volume ADN  
10% NaOAc (3M, pH=5,2) 
3 Volumes EtOH 100% (froid) 
Sur la nuit à -20°C ou 1h à -80°C 
Centrifuger vitesse max 30min à 4°C 
Vider le surnageant sous la hotte 
Laver avec 500µl EtOH 70% 
Sécher sous la hotte 
Reprendre dans 50µl d’H2O stéril 
Doser au nanodrop 
Diluer à 1µg / µl 




Jour 0 : diviser au ½ les Phoenix (70% de confluence le jour d’après) 
  DMEM 10% SVF  
 Pénistreptomycine  
 Sodium pyruvate  
 +1% glutamine 
 
Jour 1 : dans des boites de 6cm, mettre 1,6.106 cellules dans 6 ml 
 Ou dans des boites de 10cm, mettre 4,6. 106 cellules dans 15 ml 
Avant de quitter le labo, préparer du DMEM 10% SVF (sans pyruvate ni 
péniciline/streptomycine) et mettre dans incubateur 37° (équilibration en température 
et CO2) dans une flasque ventilée 
 
Jour 2 : le matin 
 Changer le milieu avec DMEM 10% (sans pyruvate ni pénistreptomycine) 1h avant de 
faire la lipofection 
 5 ml / boite de 6 cm 
 12 ml / boite de 10 cm 
 
 Préparation rétrovirus :                 OPTIMEM       500µl  750µl 
                                                       X-MIE              6µg  24µg 
                                                       D155                2µg  8µg 
  
Préparation Lipofectamine2000 : OPTIMEM       500µl  750µl 
     Lipo2000          20µl  20µl 
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5min à température ambiante 
Mettre OPTIMEM-Lipo2000 dans OPTIMEM-rétrovirus  
20min à température ambiante 
 Mettre 1 ml final sur les cellules goutte à goutte (volume final dans les boites 6 
ml/13.5 ml) 
Changer le milieu des cellules (au moins 6h après)  
 Avant de quitter le labo, mettre dans l’incubateur du milieu DMEM 10% SVF 
                1% Pénistreptomycine 
                1% Sodium pyruvate 
 dans une flasque ventilée 
  
Jour 3 : le matin 
Changer le milieu en faisant attention (les cellules ne sont pas très adhérentes) : 
remplacer le vieux milieu par 4 ml/10 ml de milieu DMEM 10% SVF 
     1% Pénistreptomycine 
     1% Sodium pyruvate 
 Ajouter dans les 40µl/100µl de Sodium butyrate 1M par condition (10 mM final) 
Laisser les cellules dans l’incubateur pendant 6–7 heures  
 
L’après midi 
Laver les cellules doucement avec du PBS 1X (les cellules sont de moins en moins 
adhérentes) 
Mettre 2 ml/8 ml de milieu proB  
Incuber les cellules sur la nuit à 32°C pendant 24 heures (pas moins)  
 
Jour 4 : Prélever les surnageants rétroviraux avec une seringue de 5-10 ml  
Filtrer avec un filtre de 0.45 µm 
Faire des aliquots de 500µl 
Procéder à la transduction avec les surnageants récoltéss ou les conserver à -80°C (1 à 
2 mois maxi) 
 
 
Tri cellulaire : Milieux expérimentaux  
 
Tampon MACS     Tampon FACS 
PBS 495.5 ml      PBS 500ml 
SVF 2.5ml (0.5%)     SVF 10ml (2%) 
EDTA 2ml (2mM final)     EDTA 2ml (2mM final) 
 
Tampon pro-B      Tampon de flush  
IMDM 390ml      IMDM 50ml 
SVF 100ml (20%)     SVF 1ml (2%) 
Penistrepto 5ml       
Glutamine 5ml      Tampon OP9  
B-Mercapto 2µl      SVF 100ml (20%) 
       Penistrepto 5ml 
       MEMalpha 
 
Disséquer les membres postérieurs fémur+tibia (femelles de 4-5 semaines C57BL6) 
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LES CELLULES DOIVENT ETRE CONSERVEES SUR GLACE  
 
Nettoyer les os (tibia, fémur alcool et PBS) 
Découper les têtes d’os 
Flusher avec seringue 10 ml 
Récupérer dans falcon 50 ml 
 
Centrifuger 1400g 5 min 
Vider surnageant 
Reprendre le culot dans 5 ml de tampon de flush dans un falcon 15 ml  
Centrifuger 1400g 5 min 
Vider le surnageant 
Reprendre le culot dans 2ml d’AcK pendant 2min 
Compléter à 10ml avec du PBS 
Filtrer sur un tamis 70µm (enlever les débris osseux) 
Compter les cellules  (~100 M  de cellules par souris) 
Centrifuger 1400g 5min 
Vider le surnageant  
Reprendre dans tampon MACS (900µl pour 100M de cellules)) 
Ajouter  100µl de microbeads B220* pour 100M de cellules (ordre : culot + billes => 
calcul du V et compléter au V final exact) 
Incuber 15min à 4°C  
Ajouter 2ml Tampon MACS 
Centrifuger 1400g 5min 
 
Pendant centrifugation,  
Installer la colonne MACS 
Equilibrer la colonne avec 3 ml de tampon MACS 
 
Enlever le surnageant  
Reprendre dans 500µl de tampon MACS 
Déposer sur colonne magéntique  
Rincer avec 2 ml de tampon MACS 
Décoller la colonne du support 
Ajouter 3 ml de tampon FACS 
Eluer dans falcon 15ml en poussant avec le piston  
Compter les cellules (~15 à 30M par souris) 
 
Marquage :  
Anticorps Dilutions  Volume (Ac dans tp FACS) 
Anti-B220 PE.Cy5.5* 1/400ème 0,5 dans 200µl 
Anti-c-Kit PE* 1/200ème 1 dans 200µl 
Anti-Igκ FITC* 1/200ème 1 dans 100µl 
 
Triple marquage :  
Dans 1ml de cellules (pour ~15 M de cellules) : 
 2,5 µl de B220 (PE-Cy5) 
 5 µl de c-Kit (PE) 
 5 µl de Igκ (FITC) 
Incuber pendant 20min à 4°C 
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Simples marquages :  
Compléter à 1ml de tampon FACS 
 
Triple Marquage :  
Compléter à 10ml de tampon FACS 
Centrifuger 1200g 5 min à 4°C 
Reprendre les culots dans 0,2 ml pour les simples marquages 
Mettre le triple marquage entre 15-25 millions de cellules/ml 
Transférer dans tube FACS stériles 
 
Préparatifs pour le tri : 
5ml de penistrepto dans tube FACS stériles 




Tri :  
Passage des cellules entre 4000 et 6000 évènements / seconde 
Efficacité autour de 90% 
~250000-350000 cellules par souris 
Mettre en culture les pro B récupérés sur les puits contenant les OP9 (OP9 irradiés à 
30Gy platées 4-5 heures avant à 150.103C/puits plaque de 6 puits) 
40000 à 50000 proB / puits en milieu pro-B +IL-7 (IL-7 à 0,4 µl/ml de milieu pro-B) 
(plaque 6 puits, 3ml par puits) 
  
 
Spinoculation  3 jours après le tri cellulaire 
 
 Les proB doivent avoir commencé à proliférer 
- Le jour de l’infection, enlever 1ml par puits à transduire et mettre 1ml de surnageant 
- préchauffer les centrifugeuses à 32° 
- Mettre 3µg/ml final de polybren dans le surnageant (1ml de surnageant sera dans 3ml 
final par puits = 9µg de polybren a mettre dans chaque ml de surnageant.). 
Incuber 15 min à température ambiante (à l’abris de la lumière) 
Ajouter ces 1ml de surnageant dilué sur les 2ml de chaque puits contenant les proB + 
OP9 en IL-7 (dilution final du surnageant rétroviral au tiers) 
Les puits : cellules non transduites (NT) 
     MIE vide 
     MIE-WT  
     MIE-mutants 
Centrifuger 2h à 3500rpm à 32°C et Enlever le frein  
Après la centrifugation rajouter 1 ml de milieu proB + IL7 sur la nuit  
Remplacer le milieu proB + IL7 le lendemain matin 
Laisser proliférer 4 jours avant le début de l'expérience proprement dite (j0 manip). 
 
 
Analyse de l’infection et de la différenciation 
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Après 6 jours, Analyser en FACS le pourcentage d’infection (GFP +) et le statut des 
différents marqueurs correspondant à la manip. 
 
Récupérer les puits de 6 et les diviser en autant de puits de 24 que nécessaire 
(classiquement, 1 puits de 6 est divisé en 7 : réparti en 1/7ème pour l'analyse j0 et le 
reste dans 6 puits de plaque 24).  
 
Replater avec ou sans IL-7 (prévoir 1 puits avec IL-7 et 2 ou 3 puits sans IL7 pour 
collecter assez de cellules après 6 jours). 
Laisser les cellules à 37°C pendant la durée requise par la manip. 
 
Marquage des proB pour analyse  
Marqueurs de différenciation anti-BP1-APC** et Igk-Cy7*, B220-PECy5.5* et 
Exclusion des cellules mortes à l'iodure de propidium. 
 Transférer chaque puits dans un falcon 15. 
 Centrifuger 1200rpm 5 min. 
 Vider le surnageant en retournant le tube (il reste 100-150µl  au  fond de 
chaque falcon). 
 Avec une p200 réglée à 80µl (sinon goutte trop grosse qui tombe du tamis), 
resuspendre par  pipettage les cellules, puis filtrer chaque échantillon sur tamis 70µm. 
Récupérer la goutte par  le dessous du tamis à la pipette et la mettre en plaque de 96 puits 
à fond conique. 
 Centrifuger la plaque à 1200rpm 5' 
 
 
 Pendant la centrifugation  
 Préparer les racks de distribution et la pipette multicanaux de 200.  
 Dans le premier rack, préparer le mix de marquage correspondant à la manip en 
 comptant 50µl par condition. 
  
 Vider la plaque en la retournant et la taper sur un papier absorbant. 
 
 Puis procéder au(x) marquage 
 Reprendre les culots par pipettage dans 50µl du mix d’anticorps.  
 Incuber 15 minutes à 4°C. 
 Après l'incubation, laver les cellules avec 150µl de tampon FACS et centrifuger 5’ 
1200 rpm.  
 Vider la plaque en la retournant et la taper sur un sopalin. 
 
Si marquage IP, faire solution IP diluée dans le tampon FACS (suivre le protocole du 
fournisseur). 
Resuspendre les cellules marquées avec 100µl de tampon FACS (ou FACS+IP), puis 
 transférer dans les tubes FACS pour analyse. Compléter le volume à 300µl par tube 











Anticorps Marqueur Fournisseur Référence Dilutions 
d’utilisation 
Rat anti-mouse B220 PE Cy5.5 Southern Biotech 1665-16 1/400ème 
Rat anti-mouse IgK light 
chain 
FITC BD Pharmingen 550003 1/200ème 
Anti-mouse CD117 (c-Kit) PE eBiosciences 12-1171-82 1/200ème 
Anti-mouse BP-1 Biotin eBiosciences 13-5891-82 1/100ème 
Streptavidin APC BD Pharmingen 554067 1/200ème 
Rat anti-mouse Igκ light 
chain 
PE Cy7 BD Pharmingen 560667 1/200ème 
Billes Anti-CD45R (B220) Magnétique Miltenyi Biotech 130-049-501 1/10ème 
Annexin V PE BD Pharmingen 559763 Protocole fournisseur 
7-AAD 7-AAD BD Pharmingen 559763 Protocole fournisseur 
Propidium iodide phenanthridinium Sigma-Aldrich P4864 Protocole fournisseur 
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6. Annexe#6 : Liste des abréviations et des gènes 
 
Convention d’écriture :  
 
Les gènes sont écrits en italique, les protéines en normal. 
Les gènes et protéines humains sont écrits tout en majuscule. L’équivalent murin est en 
minuscule avec une majuscule en premier caractère. 
 
Abréviations 
µH : chaine lourde µ des immunoglobulines 
7-AAD : 7-Aminoactinomycin D 
ADN : Acide désoxyribonucléique 
ADNc : ADN complémentaire 
A-NHEJ : NHEJ alternatif 
ARN : Acide ribonucléique 
ARNm : ARN messager 
B6C3F1 : lignée de souris ostéopétrotiques issue d'un croisement entre une femelle C57BL/6 et un male C3H 
BAC : Chromosome artificiel bactérien 
BCR : B-cell receptor 
BM : de grade biologie moléculaire 
BSA : bovine serum albumin 
BSAP : B-cell specific activator protein 
C57BL/6 : lignée consanguine de souris 
ChIP : immuno-précipitation de chromatine 
CLS : chaines légères de substitution 
C-NHEJ : NHEJ classique 
CORNR : Corepressor of nuclear receptor motif 
CotDNA : Concentration/time deoxyribonucleic acid 
CSH : Cellule souche hématopoïétique 
CSH-CT : Cellule souche hématopoïétique de court terme 
CSH-LT : Cellule souche hématopoïétique de long terme 
CSR : commutation de classe isotypique 
Cy 5.5 : Cyanine 5.5 (groupement fluorescent) 
Cy 7 : Cyanine 7 
DEPC : eau traitée au diethylpyrocarbonate à 0,1% - eau pour expériences de biologie moléculaire 
DNase : Désoxyribo nucléase 
DTT : Dithiothreitol 
EDTA : ethylene-diaminetétraacetic acid 
FACS : flow analysis cell sorting 
FISH : fluorescent in situ hybridization 
FITC : fluorescein isothiocyanate 
FSC : forward Scatter  
FSC-A : FSC-area 
FSC-W : FSC-width 
GFCH : groupe francophone de cytogénétique hématologique 
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GRAAL : groupe de recherche sur les leucémies aiguës lymphoblastiques de l'adulte 
H3K9m2 : double méthylation de la lysine 9 de l'histone H3 
HAT : histone acetyl transferase 
HD : homéodomaine 
HR : homologous recombination 
HRM : high resolution melting 
ID : inhibitory domain 
ID2 : domaine inhibiteur de la liaison à l'ADN 
IgA : Immunoglobuline A 
IgE : Immunoglobuline A 
IP : iodure de propidium 
IRES : internal ribosome entry site 
LAL : leucémie aiguë lymphoblastique 
LAM : leucémie aiguë myéloblastique 
LDGC : lymphome diffus à grandes cellules 
LLC : leucémie lymphoïde chronique 
LMC : leucémie myéloïde chronique 
LSK : population cellulaire de phénotype Lin-/c-Kithi/Scahi 
LTR: long terminal repeats 
MACS : magnetic analysis cell sorting 
Mb : méga base 
miARN : micro-ARN 
MIE : MSCV-IRES-eGFP 
MSCV : Moloney murine stem cell virus 
NHEJ : non homologous end joining 
NLS : nuclear localization signal 
OP : octapeptide 
OP9 : stromal cells derived from macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)-deficient osteopetrotic mice 
PBD : paired box domain 
PCR : polymerase chain reaction 
PE : phycoerythrin 
PEM : Progéniteur érythro-mégacaryocytaire 
PGM : Progéniteur granulo-monocytaire 
PLB : Progéniteur lymphoïde B 
PLC : Progéniteur lymphoïde commun 
PLP : Progéniteur lymphoïde précoce 
PMAL : Progéniteur multipotent amorcé vers la différenciation lymphoïde 
PMC : Progéniteur myéloïde commun 
PML  : promyelocytic leukemia  
PMP : Progéniteur multipotent 
PRC2 : Polycomb repressive complex-2, mediates histone H3 methylation 
Pré-B : lymphocyte précurseur B 
Pré-BCR : précurseur du BCR 
Pré-pro-B :  précurseur du lymphocyte progéniteur B 
Pro-B : lymphocyte progéniteur B 
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PTL : Progéniteur de toutes les lignées lymphoïdes 
RACE : Rapid Amplification of cDNA Ends 
RCA : rolling circle amplification 
RP11 : Roswell Park 11 collection 
RSS : séquences signal de recombinaison 
SHM : hyper recombinaison somatique 
SNC : système nerveux central 
SNP-CGH : single nucleotide polymorphism-comparative genomic hybridization 
SSC : side scatter 
SSC-A : SSC-area 
SSC-W : SSC-width 
ssDNA : single strand DNA 
SUMOylation : ajout d'un groupement Small Ubiquitin-related Modifier 
TAD : domaine de transactivation 
TdT : désoxyribonucléotidyl transferase 
TK : tyrosine kinase 
UTR : untranslated region 
V(D)J : recombinaison des segments VDJ (IgH) et VJ (IgL) des immunoglobulines 
 
Gènes 
ABL : tyrosine kinase Abelson 
AID : cytydine désaminase induite par activation du BCR 
Aïolos : IKAROS family zinc finger 3 
ATM : Ataxia telangiectasia mutated 
AUTS2 : Gene de susceptibilité à l'autisme 2 
B220 : isoforme de 220KDa de T200 
Bcl11a et b : B-cell CLL/Lymphoma 11 a et b 
Bcl6 : B-cell lymphoma 6 
Blimp1 :B lymphocyte induced maturation protein 
Blnk : B-cell linker protein 
Brg1 : matrix associated actin-dependent regulator of chromatin 
C/EBPα : CCAAT/enhancer-binding protein 
Cµ: segments constants de la chaine lourde µ des immunoglobulines 
C20orf112 : 112ème origine de réplication du chromosome 20 
Cbfβ : Core binding factof β 
CCR2: coil-coiled chemokine receptor 2 
CD19 : B-lymphocyte cluster of differentiation 19 
CD24 : cluster of differentiation 24, heat stable antigen (HSA) 
CD25 : cluster of differentiation 25, chaine α du récepteur à l'IL-2 
CD28:  cluster of differentiation 28, T specific surface glycoprotein 
CD43 :  cluster of differentiation 43, leukosialin 
Cd47 :  cluster of differentiation 47, lymphocyte marker 
Cd79a et b : cluster of differentiation 79, Igα et Igβ, BCR and pre-BCR coreceptors 
CD93 : cluster of differentiation 93, complement component 1q receptor 
CDKN2A : cyclin dependent kinase inhibitor 2A 
180 
CH: segment constant du locus IgH 
c-Kit : tyrosine kinase stem cell factor receptor 
c-Met : Met oncogene 
c-myc : myelocytomatosis virus proto oncogene homolog 
Cre : Cre recombinase 
CREB : cAMP response element binding protein 
CRLF2 : thymic stromal derived lymphopoietin receptor 
CXCL12 : stromal derived factor 1 (cytokine) 
DACH : Daschund homolog 
DH : segment diversity du locus IgH 
E2A : alias TCF3; transcription factor 3 (E2A immunoglobulin enhancer binding factors E12/E47)  
EBF1 : early B-cell factor 1 
eGFP : enhanced GFP 
ELN : élastine 
Emb : embigin 
Ets : v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 
ETV6 : alias TEL; ets variant 6 
Ezh2 : enhancer of zeste homolog 2  
Flt3 : fms-related tyrosine kinase 3  
FOXP1 : forkhead box P1  
GABP : GA binding protein transcription factor 
GAL-1 : galectine 1 
GATA1 : GATA binding protein 1  
G-CSF : Granulocyte colony stimulating factor 
GFP : green fluorescent protein 
GM-CSF : granulocyte-macrophage colony stimulating factor 
GPx1 : glutathione peroxidase 1  
Id2 : inhibitor of differentiation 2, dominant negative helix-loop-helix protein  
IgH : immunoglobuline heavy chain 
IgL : immunoglobuline light chain 
Igκ : immunoglobuline kappa light chain 
Ikaros : transcription factor encoded by Ikzf1 
Ikzf1 : Ikaros gene 
IL-[nombre] : interleukine de type [nombre] 
Il2rγ : IL-2 receptor gamma chain 
IL-7R : IL-7 receptor 
IL7Rα : IL-7 receptor alpha chain 
IRF-4 et 8 : interferon regulatory factor 4 and  8 
Jagged 1 : ligand du récepteur Notch 
JAK : Janus kinase 
JH : segment joining du locus IgH 
Lat2 : linker for activation of T cells family 2 
Lcp1 : lymphocyte cytosolic protein 1 (L-plastin) 
Lef1 : lymphoid enhancer-binding factor 1  
Lsp1 : lymphocyte-specific protein 1  
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MCL-1 : myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related) 
M-CSF : macrophage colony stimulating factor 
Mef2c : myocyte enhancer factor 2C  
Mi-2β : main component of the nucleosome remodeling and deacetylase complex 
MLL : multi lineage leukemia  
N-cadherin : neural cell adhesion molecule, adhésion cellule-cellule 
NCoR1 : nuclear corepressor 1 
NFκB : nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 
Notch1 : T-cell specific transmembrane receptor 
NRAS : neuroblastoma RAt Sarcoma viral (v-ras) oncogene homolog  
p14arf : alternate reading frame (ARF) product of the CDKN2A locus involved in cell cycle regulation 
p16ink4A : alternate reading fram product of CDKN2A locus, inhibitor of CDK4 
PTPN11 : protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 
p27kip1 : alternate splicing of CDKN1B, inhibitor of cyclin D and CDK4 (Cip/kip family) 
P53 : tumor protein p53 
Pax5 : paired box gene 5 
PBX1 : pre-B-cell leukemia homeobox 1  
Pim1 :proto-oncogene serine/threonine-protein kinase pim 
POM121 : Nuclear envelope pore membrane protein 121KDa 
PTN : pleiotrophin, heparin binding growth factor 
PU.1 : transcription factor PU.1, se lie aux séquences riches en purines (PU-Box) de ses promoteurs cibles 
Rac-GTPase : GTPase de ras-related C3 botulinum toxin substrate 
Rag : recombination activating gene 
Ras: rat sarcoma viral oncogene homolog 
Rb : retinoblastoma 
RHOH : ras homolog gene family, member H 
Runx1 : alias Aml1, runt-related transcription factor 1 
SAGA : Spt-Ada-Gcn5-Acetyltransferase, complexe qui facilite la liaison des TBP 
SCF : stem cell factor 
Sdc4: syndecan 4, Cell surface proteoglycan 
SDF-1 : alias CXCL12, chemokine (C-X-C motif) ligand 12  
Sfpi1 : alias PU.1, spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration oncogene 1 
SpiB : transcription factor of the Ets subfamily (Spi-1/PU.1 related),  
STAT5 : signal transducer and activator of transcription 5 
TBP : TATA-Box bing protein 
TCF3 : alias E2A; transcription factor 3 (E2A immunoglobulin enhancer binding factors E12/E47)  
Tcfe2a : alia E2A 
TGF-β : transforming growth factor beta 
Tmsb10 : thymosin beta 10, migration-inducing gene 
VCAM : vascular cell adhesion molecule 1  
VH : segment variable du locus IgH 
VLA4 : very late activation protein 4, integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide) 
VpreB1 : immunoglobulin iota chain, pré-BCR surrogate light chain 
Wnt : Wg (wingless) and Int-1 oncogene 
Xbp1: X-box binding protein 1, transcription factor  
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XRCC4 : X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 4, NHEJ component 
ZNF521 : Early hematopoietic zinc finger protein 521 
λ5 : immunoglobulin lambda-like polypeptide, pré-BCR surrogate light chain 
 
183 
7. Annexe#7 : Abréviations cytogénétiques utilisées 
 
D’après la nomenclature ISCN (International System for human Cytogenetic Nomenclature). 
 
Une formule chromosomique est présentée comme suit :  
 
(clone pathologique) Nombre de chromosomes, chromosomes sexuels, description des 
anomalies, nombre de métaphases pathologiques/(cellules normales) nombre de chromosomes, 
chromosome sexuels [nombre de métaphases] 
 
par exemple : 45,XY,der(9)t(9;17)(p13;p11),dic(17;20)(p11;q11)[20]/46,XY[3] correspond à 
un caryotype masculin. 20 métaphases clonales ont été comptées chez un homme pour 3 
métaphases normales. Les clones pathologiques ont 45 chromosomes. Ils présentent deux 
anomalies : 
- Une translocation déséquilibrée entre le chromosome 9 et le chromosome 17, le matériel du 
17 étant passé sur le 9. le chromosome 9 pathologique a perdu la région 9p13 jusqu’au 
télomère du bras court. Cette région a été remplacée par celle du chromosome 17 allant du 
locus 17p11 jusqu’au télomère de 17p.  
- Une translocation dicentrique entre le chromosome 17 et le chromosome 20. Les régions 
17p11 et 20q11 se sont fusionnées, amenant derrière elles tout le reste du chromosome. La 
région télomérique 20q11::tel est délétée (17p11::tel est passé sur le 9).  
 
Source : http://cvirtuel.cochin.univ-paris5.fr/cytogen/1-4.htm 
(A;B)(locus 1;locus 2) : événement associant les loci 1 du chromosome A au locus 2 du chromosome B 
add : présence de matériel chromosomique d'origine inconnue sur un chromosome. 
Ap : bras court du chromosome A 
Aq : bras long du chromosome A 
del : délétion d'un fragment de chromosome 
der : chromosome dérivé ; désigne le chromosome réarrangé par un remaniement chromosomique déséquilibré. 
Le type de réarrangement est généralement précisé à la suite. Ex : der(7)t(7;18) = chromosome 7 dérivé obtenu par une  
translocation entre un 7 et un 18.  
dic : chromosome dicentrique , c'est-à-dire possédant deux centromères. 
dup : duplication d'un fragment chromosomique 
i : isochromosome ; ces chromosomes présentent deux bras courts identiques et pas de bras long (ou l'inverse). 
ins : insertion de matériel dans un chromosome 
inv : inversion chromosomique ; un fragment a changé d'orientation à l'intérieur même du chromosome. 
locus::locus : région située entre deux positions 
mar : petit fragment chromosomique avec ou sans centromère dont l'origine est inconnue. 
r : anneau (ring en anglais). 
rcp : réciproque. Parfois utilisé en association avec "t" pour préciser qu'une translocation est réciproque. 
rob : robertsonienne. Parfois utilisé en association avec "t" pour préciser qu'une translocation est de type robertsonienne. 
signe (;) : séparateur entre des chromosomes ou des régions  
signe moins (-) : perte du chromosome indiqué juste après. 
signe multiplié (x) : indique la présence de copies multiples d'un chromosome réarrangé. 
signe plus (+) : gain du chromosome indiqué juste après. 
souligné : utilisé pour distinguer les deux homologues quand ils sont tous les deux réarrangés 
t : translocation. 
tel : télomère  
upd : disomie uniparentale ; les deux chromosomes d'une même paire sont hérités du même parent. 
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NCoR1, DACH2, GOLGA6 et TAOK1 comme nouveaux partenaires de fusion de PAX5. Ces 
fusions n’ont pas de caractéristiques communes exceptées la conservation du domaine de 
liaison à l’ADN de PAX5. 
 Nous avons testé l’impact de ces mutants sur la différenciation B par un système 
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